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1. RESUMEN

En el tratamiento de la hipertension arterial existen diversos manejos en los
cuales es indispensable la adopcion de estilos de vida saludables. La
modificacion de los estilos de vida, incluyendo reduccion de peso en personas
con obesidad y con sobrepeso, la adopcion de dietas saludables ricas en
potasio y calcio, la reduccion de sodio en la dieta, el incremento en actividad
fisica y la moderacion en consumo de alcohol. Esta modificacion del estilo de
vida reduce la presion arterial (PA), aumenta la eficacia de los farmacos
antihipertensivos y disminuye el riesgo cardiovascular. Entre los medicamentos
mas comunes para el tratamiento de la hipertension arterial que se encuentran
en el mercado son los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina |
(IECA’s) sin embargo, se han demostrado algunos efectos adversos como
angioedema, hipotension, dermatitis, etc. En la actualidad se ha despertado el
interés en IECA’s naturales, entre ellos los derivados de alimentos. La Salvia
hispanica L. (chia) es una semilla milenaria, rica en nutrientes a la cual se le
han atribuido algunas propiedades benéficas en enfermedades
cardiovasculares como la hipertension sin embargo, existe poca informacion de
caracter cientifico al respecto, por lo que es importante ahondar en el
conocimiento de los compuestos y el mecanismo responsable de dicho efecto.
Los resultados de este trabajo demuestran que la semilla de chia posee
principalmente compuestos con insaturaciones, terpenoides, glucésidos,
compuestos fendlicos y grupos carbonilo. Los diferentes extractos de chia
presentaron actividad de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina |
(IECA) y el extracto metandlico demostré tener mejor actividad de las
particiones que se realizaron a partir de este extracto, la fraccion insoluble en
acetona obtuvo la mejor actividad de inhibicion; esta fraccion contiene
glucosidos de terpenos y glucésidos unidos a compuestos fendlicos. En ratas
hipertensas, el extracto metandlico mostré un claro efecto hipotensor con una

dosis de 400 mg/kg, administrada por cuatro semanas sin cambiar



significativamente los niveles séricos de colesterol total, colesterol LDL,
triglicéridos y proteina C reactiva. Al analizar la funcién renal y hepatica, los
resultados muestran que la administracién del extracto metandlico no produce
dafio hepatico ni renal en los animales. Se concluye que el extracto metandlico
de semillas de Salvia hispanica L. (EMSSH) posee compuestos quimicos con
efecto de inhibicion in vitro, un efecto hipotensor tras su administracion in vivo y
ausencia de efecto téxicos a nivel hepatico y renal; los principales responsables
del efecto son glucosidos de terpenos y glucosidos unidos a compuestos
fendlicos.

Este trabajo nos aporta las primeras evidencias de la concentracion del
EMSSH con efecto hipotensor y de inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina in vitro e in vivo, asi como los posibles compuestos responsables
del efecto, los cuales pudieran ser purificados para su uso en el tratamiento y

prevencion de la hipertension.



2. ABSTRACT

There are several management practices in the hypertension in which the
adoption of healthy lifestyles is essential. The modification of life-styles,
including weight reduction in people with obesity and overweight, the adoption of
healthy diets rich in potassium and calcium, the reduction of sodium in the diet,
the increase in physical activity and self-restraint in the consumption of alcohol
are some examples. This modification of lifestyle reduces blood pressure (BP)
increases the effectiveness of antihypertensive drugs and reduces
cardiovascular risk. The most commonly medications for the treatment of arterial
hypertension that are on the market are angiotensin converting enzyme
inhibitors (ACEI's) however some adverse effects such as angioedema,
hypotension, dermatitis and others have been demonstrated.

Currently natural ACEl's has arouse curiosity among them those that
proceed from food. The Salvia hispanica L. (chia) is a millennial seed, which is
rich in nutrients with some beneficial properties in cardiovascular diseases such
as hypertension however there is poor scientific information to support it, so it is
important to acquire a deeper knowledge about the compounds and the
mechanism responsible for this effect.

The results show that the chia seed has mainly metabolites such as
unsaturated compounds, terpenoids, glycosides, phenolic compounds and
carbonyl groups. The different extracts of chia showed activity of angiotensin
converting enzyme inhibition (ACEI) and methanolic extract showed the better
activity. The insoluble in acetone fraction of the methanolic extract of Salvia
hispanica L. seeds (EMSSH) had the best action against the activity of ACE I,
this fraction contains glycosides of terpenes and glycosides attached to phenolic
compounds.

In hypertensive rats, methanolic extract showed a clear hypotensive effect
with a dose of 400 mg/kg, administered by four weeks; without changing
significantly in serum levels of total cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides

and C-reactive protein. The results of urianalyisis and the hepatic enzymes



values show that the administration of the methanolic extract does not produce
liver or renal damage in animals.

It is concluded that the EMSSH have chemical compounds with ACE
inhibition in vitro, an a hypotensive effect after its administration in vivo and
absence of toxic effect in the liver and kidney; where the main responsible
compounds for the effect are glycosides of terpenes and glycosides attached to
phenolic compounds. This work gives us the first evidences of the concentration
of the EMSSH with hypotensive effect and ACEI in vitro and in vivo, as well as
possible compounds responsible for the effect, which could be purified for use in

the treatment and prevention of hypertension.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares actualmente representan la
principal causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. De los principales
factores que predisponen al desarrollo y complicacion de estas
enfermedades se encuentran la hipertension arterial (WHO, 2002). En
México, la prevalencia de la hipertension arterial, en el afio 2006 fue del
30,8%, afectd principalmente a personas de 20 a 60 afos. Los estados del
norte de Republica Mexicana, alcanzaron cifras mayores de un 30% de
incidencia (Rojas et al., 2006). El tratamiento principal para esta enfermedad
involucra tanto tratamientos no farmacoldgicos como la terapia dietética y
cambios de estilo de vida asi como medicamentos sintéticos como los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina | (Chen et al., 2007).
Sin embargo estos farmacos presentan un nivel moderado de toxicidad, con
efectos secundarios como reacciones alérgicas, tos, cefalea, nauseas,
dificultad para respirar, hiperpotasemia y sintomas de hipotension (Burnier &
Biollaz, 1992).

En los ultimos afios se han encontrado algunos inhibidores naturales de
la enzima convertidora de angiotensina | en diferentes fuentes
principalmente en lacteos, fuentes vegetales y animales (Ariyoshi, 1993),
inclusive con igual 6 con mayor efecto hipotensor que los inhibidores
sintéticos pero a diferencia de éstos sin efectos adversos (Barbosa-Filho et
al., 2006).

La semilla de chia (Salvia hispanica L.) es un alimento endémico de
México, sin embargo con el paso del tiempo su consumo se habia
disminuido, recientemente resurgio el interés por la chia, ya que se encontrd
gue posee un elevado contenido de acidos grasos omega-3, antioxidantes y
posee una buena fuente de fibra dietaria (Ayerza, 2005). Algunas de sus
efectos terapéuticos no han sido demostrados cientificamente; en el 2007 un
estudio demostrdé que posee un efecto antihipertensivo y cardioprotector ya
gue disminuye algunos de los marcadores del riesgo cardiovascular como la
proteina C reactiva (Vuksan et al., 2007). Sin embargo no se han identificado
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los compuestos activos ni el mecanismo por el cual se presenta este efecto
y hasta el momento no se estudiado el efecto hipotensor en algiin modelo de
hipertension. Por lo que, en el presente trabajo se trabajé con diferentes
extractos para obtener compuestos de diferente polaridad a los cuales se le
realiz6 un andlisis fitoquimico encontrando en el extracto principalmente
glucésidos, insaturaciones, terpenos, oxidos fendlicos y coumarinas. Se
evalué in vitro el efecto que presentan los diferentes extractos en la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina |, como posible
mecanismo del efecto hipotensor, encontrando que el extracto metandlico
tiene mayor actividad anti-ECA; ademas se logré aislar a partir de este
extracto con actividad anti-ECA, el cual pudiera contener un glucésido de
terpeno y un glucosido unido a un compuesto fendlicos identificados con
cromatografia en capa delgada (CCD). Posteriormente se evalud el efecto
hipotensor del extracto metandlico en un modelo animal con hipertension
inducida asi como el efecto hipolipemiante y cardioprotector; evaluando los
niveles de triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, proteina C reactiva y
la presion arterial sistélica; encontrando disminucion de la PAS a partir de la
primera semana del tratamiento pero sin cambios significativos en los otros
parametros.

También se evaluo el efecto del extracto en la funcion renal y hepatica

descartando dafio a esa concentracion.



3. HIPOTESIS

Los extractos de Salvia hispanica L. presentan efecto hipotensor y
actividad inhibitoria sobre la enzima Convertidora de la Angiotensina | en un
modelo de ratas hipertensas.

Los extractos de Salvia hispanica L. provocan la disminucion de los
niveles séricos de colesterol total, LDL, triglicéridos y proteina C reactiva y

no alteran la funcion hepatica y renal.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar el efecto de extractos de semillas de Salvia hispanica L. sobre la

presion arterial y la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina I.

4.2 Objetivos especificos

¢ Obtener extractos de Salvia hispanica L. en solventes acuoso, metandlico,

acetonico y hexanico.

e Determinar los componentes presentes en los extractos de Salvia

hispanica L. por medio de pruebas fitoquimicas preliminares.

e Evaluar el efecto de inhibiciéon de la actividad de la ECA | de los extractos

(acuoso, metandlico, acetdnico y hexanico) in vitro.

e Desarrollar un modelo de ratas hipertensas con la administracion de
L-NAME.

e Cuantificar el efecto de los extractos de Salvia hispanica L. en la reduccion
de la presién arterial en el modelo propuesto.

¢ Evaluar el efecto de extracto metandlico de semillas de Salvia hispanica L.
sobre los niveles séricos de colesterol LDL, colesterol total, triglicéridos y

proteina C reactiva en ratas hipertensas.

¢ Determinar el dafio hepatico en el modelo propuesto al final del estudio.

e Analizar dafio renal en el modelo de ratas midiendo densidad, pH,
leucocitos, nitritos, proteina, glucosa, cuerpos cetdnicos, urobilinégeno,

bilirrubina y sangre.



5. ANTECEDENTES

5.1 Generalidades de la Hipertensién Arterial

En México, la hipertension arterial (HTA) es una de las enfermedades
crénicas con mayor prevalencia, alrededor del 30.8% de la poblacion mayor
de 20 afios la padecen, y mas del 50% de los hombres a partir de los 60
afios presenta hipertension arterial, mientras que, en las mujeres, la afeccion
se presenta en casi 60% para el mismo periodo de edad (Rojas et al., 2006).
La HTA es un importante factor de riesgo para las principales
complicaciones cardiovasculares, como la cardiopatia isquémica y los
accidentes cerebrovasculares (Yusuf, Vaz y Pais, 2004). La mortalidad por
estas complicaciones ha mostrado un incremento sostenido durante las
Ultimas décadas, por lo que la hipertension arterial representa un importante
problema de salud publica no sélo por su alta incidencia y prevalencia, sino
por su estrecha relacién con las complicaciones de las enfermedades
cronicas degenerativas.

La prevalencia de HTA guarda estrecha relacion con la edad, medio
ambiente-estilo de vida, género y factores co-morbidos, tales como diabetes,
obesidad, dislipidemias, tabaquismo y predisposicion genética (Johnson et
al., 2002). Ademas, no sélo es la gravedad de la HTA en términos de mmHg,
sino su interaccién con estos factores, o que determina la magnitud y
velocidad de progresion de dafio a un drgano blanco, situacion que debe
considerarse primordial para el establecimiento de un tratamiento (Roccella
& Kaplan, 2003).

La hipertension se define como una enfermedad cronica, controlable de
etiologia multifactorial, que se caracteriza por elevacion sostenida en las
cifras de la presion arterial sistdlica (PAS) por arriba de 140 mmHg, y/o de la
presion arterial diastélica (PAD) igual o mayor a 90 mmHg (Chobanian et al.,
2004).

En general, la HTA en sus inicios es asintomatica, o bien, produce

sintomas inespecificos que dificilmente el paciente los asocia a la misma.



La HTA puede clasificarse dependiendo de los factores asociados a su
desarrollo en esencial (primaria) y secundaria. Las primarias (esenciales)
representan entre el 90-95% de los casos y son de etiologia multifactorial;
estdn relacionadas con antecedentes hereditarios de hipertension,
sobrepeso, obesidad, sedentarismo, estrés mental, habitos alimenticios
(consumo excesivo de alimentos ricos en sodio y bajos en potasio, pobre
ingesta de verduras y frutas), abuso en el consumo de alcohol y drogas
como el tabaquismo. Otros factores de riesgo que precipitan la aparicion de
HTA en individuos mayores de 30 afios son el uso de medicamentos
(vasoconstrictores, antihistaminicos, esteroides, antiinflamatorios no
esteroideos), diabetes mellitus y sindrome cardiometabdlico. La enfermedad
secundaria se presenta en un 5-10% de los casos, y estd asociada a la
apnea del suefio, la insuficiencia renal cronica, el aldosteronismo primario, la
enfermedad renovascular, la coartacion de la aorta, la enfermedad tiroidea o
paratiroidea, la terapia con esteroides o el sindrome de Cushing (Cardenas
& Carrillo, 2006).

La hipertension es un factor de riesgo controlable en el desarrollo de un
ndmero de enfermedades cardiovasculares como el accidente
cerebrovascular, la hipertrofia del ventriculo izquierdo y el infarto coronario
(Unger, 2002).

El riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares esta
directamente relacionado con el nivel de la presion arterial, se ha
demostrado que una disminucién de 5 mm Hg en la presién diastélica reduce
alrededor de un 16% el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Collins et
al., 1990). Las principales estrategias recomendadas actualmente para la
regulacion de la PA, son los cambios en el estilo de vida y los tratamientos
farmacoldgicos. Algunos estudios con enfoques dietéticos para detener la
hipertension (DASH por sus siglas en inglés) han demostrado que una dieta
balanceada rica en frutas, verduras y producto lacteos bajos en grasa
representan un método eficaz para disminuir la presion arterial (Sacks et al.,
2001). Ademas, incrementar la actividad fisica por encima de niveles
sedentarios también se ha demostrado efectos clinicos significativos en la
reduccion de la PA (Ishikawa-Takata, Ohta y Tanaka, 2003).
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Por otra parte, existe una amplia gama de tratamientos farmacoldgicos
especificos que pueden ser empleados en el tratamiento de la hipertension,
como son los antagonistas de calcio, los bloqueadores de los receptores de
la angiotensina Il, los diuréticos y los inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina | (Conlin, 2001).

En el organismo, la presion arterial esta controlada por diferentes vias
bioquimicas, clasicamente el control se ha asociado con el sistema renina-
angiotensina (SRA). Sin embargo SRA no es el Unico regulador de la presion
arterial; el sistema Oxido nitrico-cinina (KNOS), el sistema endopeptidasa
neutra, y el sistema de la enzima convertidora de la endotelina generan
péptidos adicionales vaso regulatorios independientes de enzima
convertidora de angiotensina | (ECA ) (Ehlers & Riordan, 1989; Weber,
2001). En conjunto, estos sistemas generan una variedad de péptidos
reguladores, que contribuyen a modular la presion arterial, a los liquidos y al
equilibrio de electrolitos a través de receptores de membrana que se
encuentran en diferentes tejidos del cuerpo. La PA también puede afectarse
por un aumento o una disminucioén en el volumen de los liquidos dentro o
fuera de los vasos sanguineos o por una obstruccién en el interior de los
vasos (Weber, 2001).

5.2 Papel del sistema renina-angiotensina sobre la presién arterial

El sistema renina-angiotensina (SRA) es uno de los sistemas de
regulacion central de la presion arterial por lo que la patogénesis de la
hipertension estd estrechamente asociada con desérdenes del SRA (Matsui
et al., 2003). En éste, la principal fuente de la renina activa en la circulacion
es la renina secretada por las células yuxtaglomerulares en el rindn (Brown
& Vaughan, 1998), también se han encontrado en diversos tejidos de como
el cerebro, las glandulas adrenales, las glandulas submandibulares, los
ovarios, los testiculos, la prostata y el cerebro (Pan & Gross, 2005).

Como se puede observar en la Figura 1, el angiotensinégeno (AGI) es
un glucopéptido con un peso molecular de 60 kDa y se distribuye en

numerosos tejidos, ademas de plasma y el liquido cefalorraquideo. AGI es el
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anico precursor conocido de la angiotensina |, asi como el Unico sustrato

conocido de renina (Inagami, 1992; Scow, Smith y Shaugnessy, 2003).

e Angiotensindgeno Calicreina
| _ Prorenina
Renina <--~~~~---
CatepsinaD Angiotensina 1-10 (1)
AP-t :
Catepsina :G l ECA
Quimasa » Angiotensina 1-8 (Il Receptores AT1
b---- ngiotensina 1- —)
CAGE g . Receptores AT2
Aminopeptidasa A !
v
Ang 2-8 (llI)
Aminopeptidasa N !
v
Ang 3-8 (IV)

Figura 1. Sistema Renina Angiotensina (SRA). AP-t, activador del
plasmindgeno tisular; ECA, enzima convertidora de angiotensina; CAGE,
enzima generadora de angiotensina sensible a quimostatina. Adaptado
de Lavoie & Sigmund, 2003.

La renina es una proteasa acida que contiene 350 aminoacidos, se
genera a partir del precursor inactivo pro-renina, por la accién de la
calicreina. La principal fuente de la renina son las células yuxtaglomerulares
del rifidn, sin embargo, la renina también se ha aislado de la glandula
submaxilar y del liquido amniético. Existen varios factores que influyen en la
liberacion de renina, incluyendo la presion de la perfusion renal, el
agotamiento de sal, y la estimulacion de (,.receptores por la aldosterona
(Deszi, 2000). La renina actua sobre el angiotensindgeno (AGI) para generar
la angiotensina I.

La inhibicién de la actividad de la renina puede lograrse como resultado
de la producciéon de angiotensina Il (Ang Il) y numerosos agentes
farmacoldgicos. Por lo general la concentracion de AGI en el plasma nunca

es lo suficientemente alta para saturar la renina, por lo que los cambios en la
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concentracion de AGI pueden influir en la tasa de produccién de Ang Il
(Inagami, 1992).

La angiotensina |, es el decapéptido liberado de la porcion N-terminal
del AGI por la accion de la renina. La ECA elimina el dipéptido C-terminal HL
de la angiotensina | dando lugar a la formacion de angiotensina Il, un potente
vasoconstrictor. La ECA también cataliza la eliminacion del dipéptido C-
terminal de la bradicidina (un potente vasodilatador), resultando en la
formacion de fragmentos de péptidos inactivos. Los niveles de angiotensina
II'y de bradicinina son principalmente regulados por la ECA, la cual permite
la regulacién de la presién arterial periférica. Los principales receptores de la
Ang Il son AT1, AT2 y AT3, se encuentran en numerosos tejidos (Turner &
Hooper, 2002).

Los principales efectos de la Ang Il son el control de la presion arterial,
volumen de liquidos, interacciones de neurotransmisores y el control de la
actividad de la hormona gonadotropina y de hormonas pituitarias (Ehlers &
Riordan, 1989). La Ang Il es un sustrato para las angiotensinasas, de los
cuales la aminopeptidasa A es la mas abundante. La accién de la
aminopeptidasa A y aminopeptidasa N sobre la Ang Il provoca la formacion
de angiotensina Ill y IV, respectivamente (Turner & Hooper, 2002). La
enzima quinasa también media la conversion de Ang | en Ang Il (Husain,
1993; Oliveri, 2001).

El sitio donde se produce la mayor tasa de conversion a Angiotensina |l
por la ECA, es el borde luminar endotelial del lecho vascular pulmonar y en
menor escala todo el lecho vascular sistémico y aquellos 6rganos que
producen Angiotensina Il localmente. Si bien esta es la via mas importante
para generar Angiotensina Il, existen vias metabodlicas alternativas que
garantizan la produccion de Angiotensina I, incluso cuando se produce
inhibicion farmacoldgica para la produccion de la misma (Bénéteau-Burnat &
Baudin, 1991).

Es importante destacar que existen mecanismos alternativos para la
transformacion de la Ang-l en Ang-ll que no requieren la presencia de la
ECA; con la accion de otras enzimas como la quinasa, la catepsina G y
la enzima generadora de angiotensina Il sensible a quimostatina (CAGE por

sus siglas en inglés chymostatin-sensitive Ang Il generating enzyme.
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La Ang-l también puede ser convertida en el hexapéptido Ang 1-7 por
ciertas endopeptidasas tisulares tales como las endopeptidasa neutral NEP
24.11, NEP 24.15 y NEP 24.26 (Lindpaitner, 1991; Urata et al., 1990).

5.2.1 Sistema calicreina-6xido nitrico

En el sistema calicreina-0xido nitrico, la calidina, un potente
vasodilatador/vasopresor, es formado a partir de cininégeno por la accién de
enzimas cininogenasas como la calicreina (Wohlfart et al., 1997). La
hidrélisis de calidina por la calicreina regula la formacion de péptidos
vasodilatadores (cininas) como la bradicinina, la des-Arg9-bradicinina y la
des-Arg10-calidina.

Estas moléculas regulan una respuesta vasodilatadora mediante la
union a receptores de membrana, dando como resultado una serie de
reacciones que conducen a un aumento intracelular de los niveles de Ca*
(Wohlfart et al., 1997). Estos aumentos en los niveles de Ca®* estimulan la
enzima Oxido nitrico sintetasa para convertir la L-arginina en 6xido nitrico
(Schror, 1992) (Figura 2).

En circunstancias normales, las cininas son destruidas por un grupo de
enzimas llamadas cininasas, localizadas en los pulmones y en otros tejidos.
Las cininasas mas conocidas son la ECA o cininasa Il, las endopeptidasas
neutras 24.11 y 24.15, las aminopeptidasas y las carboxipeptidas. (Yang,
Erdos y Levin, 1970).

Las cininas actian principalmente como hormonas locales autocrinas y
paracrinas a traveés dos tipos de receptores, B1 y B2. La mayoria de los
efectos conocidos de las cininas son mediados por receptores B2. Este
receptor pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina G. Las
prostanglandinas, el éxido nitrico y el activador del plasmin6geno pueden
mediar algunos de los efectos de las cininas (Bhoola, Figueroa y Worthy,
1992).
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Cinindégeno
Calicreina

!

ECA Bradicinina === - receptor

| ca?

Fragmentos Oxido nitrico sintetasa

Calideina

inactivos L-Arginina —» Oxido Nitrico

Figura 2. Sistema calicreina-6xido nitrico. Adaptado de Fitzgerald et al., 2004.

5.2.2 Enzima Convertidora de la Angiotensina |

La enzima convertidora de la Angiotensina | también conocida como
cininasa Il, se encuentra unida a la membrana celular y trabaja como una
ectoenzima, con su centro catalitico expuesto en la superficie exracelular. La
ECA es una metaloenzima que requiere zinc como cofactor y también
necesita iones cloro para escindir la mayoria de sus sustratos; la conversién
de Angiotensina | es absolutamente dependiente del cloro, mientras que la
hidrolisis de la bradicinina se ve menos afectada (Villard & Soubrier, 1996).
Esta dipeptidil carboxipeptidasa ¢ dipeptidil dipeptidasa hidrolasa presenta
un peso molecular de 129 kDa, se origina en gran parte de las células
endoteliales por un proceso proteolitico (Sturrock et al., 2004).

La ECA se encuentra en la superficie del endotelio vascular, en células
de o6rganos como el cerebro, corazon, pulmones, higado, intestino,
pancreas, bazo, musculo esquelético, glandula suprarrenal y la placenta
(Inagami, 1992).

Se han identificado algunas formas de ECA (Sturrock et al., 2004):

e Somatica
e Germinal

e Homobloga (ECA 2)
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e La ECA somaética: es una peptidasa transmembranal, la cual se une a
la superficie externa de la membrana plasmatica de las células a través del
dominio hidrofébico de anclaje (Beldent et al., 1993; Ehlers & Riordan, 1989),
tiene una masa molecular de 170 kDa y una estructura repetitiva con dos
dominios homologos, denominados dominio N y C, cada uno con un sitio
activo con diferentes propiedades cataliticas, en el cual se encuentra una
secuencia conservada denominada HEXXH (H607, E608 y H611), en donde
las dos histidinas establecen enlaces de coordinacion con el ion Zinc2+, el
glutamato que forma parte de este determinante forma un tercer enlace con
el Zn2+ (Schulz, Dale y Karami-Nejad, 2008).

La estructura secundaria de la ECA esta formada en su mayor parte
de a-hélice y una pequefia porcién de B-plegada. En la figura 3 se puede
observar las dos regiones desde el N-terminal hasta el C-terminal, cada
region se conoce como dominio | y Il.

El sitio activo se encuentra en un canal profundo y estrecho que
divide a la molécula en dos subdominios | y Il, sin embargo se encuentra
restringido por las hélices a1, a2, y a3 que contienen varios residuos que
evitan el acceso a polipéptidos hacia el sitio activo definiendo la
especificidad del sitio activo. En la parte superior de la molécula posee un
amino-terminal como "tapa”, por lo que solo permite el acceso al sitio activo
a sustratos pequefios, péptidos de 2530 aminoéacidos, lo que explica la
incapacidad de la ECA para hidrolizar sustratos plegados muy grandes
(Sturrock et al., 2004). Los sitios activos de ambos dominios catalizan la
hidrdlisis de Ang | y la bradicinina, sin embargo en el dominio C se lleva a
cabo la regulacion de la presion arterial y la funcion cardiovascular, es decir
este dominio es de interés la regulacion de la ECA (Natesh et al., 2003).

e La ECA germinal o testicular: tiene una masa molecular mas pequeia
de 100 kDa y su estructura primaria (Figura 3) es completamente idéntica a
la fraccion C-terminal de la enzima somaética, pero posee un péptido N-
terminal especifico. La isoforma germinal so6lo consta de un sitio activo
potencial, lo que corresponde al dominio C de la isoforma somatica (Inagami,
1992; Villard & Soubrier, 1996).

e La tercera forma de ECA conocida como homéloga de ECA o ECA 2:

es una carboxipeptidasa, contiene un solo sitio activo y su funcion es separar
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un solo aminoécido de la angiotensina |, generando un residuo de 9
aminoacidos, la llamada angiotensina 1-9 (nonapéptido), que no tiene accion
vascular, pero puede ser convertido por la ECA en Ang 1-7 que es un
vasodilatador. La ECA-2 no hidroliza a la bradicinina; mientras que la Ang 1-
7 puede bloquear la vasoconstriccion inducida por la Ang-1l en las arterias de
humano (Oudit, et al., 2003).

Figura 3. Estructura cristalina de la ECA testicular humana
con la molécula del inhibidor (lisinopril) unida en el centro de
la estructura. La esfera verde representa el i6n Zinc y las
esferas rojas representan los iones cloruro Adaptado de

Schwagar, Sturrock y Acharya 2003.

Los péptidos con un anion carboxilato con C-terminal libre pueden servir
como sustratos para la ECA. El C-terminal debe estar anclado a una carga
positiva de un grupo base y el enlace peptidico escindible debe estar en
yuxtaposicion al ion Zn2+ en el sitio activo, su residuo catalitico es el Glu384
(Inagami, 1992).

En la HTA se induce expresion génica de la ECA y otros componentes
del SRA tisular produciendo aumento local de Ang Il (Timmermans, Wong y
Chiu, 1993). Por ejemplo, la ECA se expresa ampliamente en el endotelio de
todos los vasos sanguineos, lo que permite la conversion de Ang | en All en
el lecho vascular independientemente del SRA sistémico. EI SRA tisular
ejerce funcion autocrina y paracrina. La sintesis local de All esta implicada
en la hipertrofia e hiperplasia vascular y cardiaca (Lees et al., 1993), por
estimulacién de factores de crecimiento (bFGF, PDGF), lo que determina el

mantenimiento de la HTA y la enfermedad vascular y miocéardica secundaria
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(responsable de la hipertrofia cardiaca como respuesta a la sobrecarga de
presion) (Chang et al., 1997).

En estudio en ratones genéticamente modificados, en donde se bloqued
la produccion de ECA endotelial, se demostré que producen ECA dentro de
hepatocitos, pero no se producen en otros tejidos como en el pulmén, aorta
0 en cualquier otras estructura vascular, dando como resultado niveles

normales de presion arterial y funcién renal (Cole et al., 2006).

5.3 Tratamiento de la hipertension arterial

Existen varias formas de tratar la hipertension, la adopcion de estilos de
vida saludable es indispensable como parte del manejo de los sujetos
hipertensos. La modificacion de los estilos de vida, incluyendo reduccion de
peso en personas con obesidad y con sobrepeso (He et al., 2000), la
adopcién de la dieta del programa “Enfoques dietéticos para detener la
hipertension” 6 conocida por sus siglas en inglés DASH (Dietary
Approaches to Stop Hypertension) (Sacks et al., 2001) rica en potasio y
calcio (Vollmer et al., 2001), la reduccion de sodio en la dieta (Kelley &
Kelley, 2000), el incremento en actividad fisica (Whelton et al., 2002) y la
moderacion en consumo de alcohol. La modificacion del estilo de vida
reduce la PA, aumenta la eficacia de los farmacos antihipertensivos y
disminuye el riesgo cardiovascular. Por ejemplo, una dieta DASH de 1600
mg de sodio tiene un efecto similar a un tratamiento farmacologico simple
(Sacks et al., 2001).

Entre los medicamentos mas comunes para el tratamiento de la
hipertension arterial son los inhibidores de la ECA, los beta bloqueadores,
los diuréticos y los bloqueadores de los receptores de angiotensina-Il (Neal,
MacMahon y Chapman, 2000; Zeglin, Pacos y Bisognano, 2009).

Los inhibidores de la ECA o los bloqueadores de los receptores de
angiotensina (BRA) son utilizados como terapia de primera linea para la
hipertension, debido a sus efectos cardioprotectores.

Existe la tendencia a combinar dos 6 mas antihipertensivos, buscando

el control de la presion arterial y la disminucién de los efectos secundarios
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gue cada uno de ellos puedan ocasionar por separado (Ong, 2009). Por ello
es importante reconocer las principales interacciones farmacolodgicas, tanto
benéficas como perjudiciales de los farmacos antihipertensivos.

El primer farmaco que demostrd actividad de inhibicion de la ECA | fue
el Captopril el cual fue sintetizado por Ondetti, Rubin y Cushman (1977);
este farmaco demostrd ser activo por via oral, impidiendo asi la conversion
de la Ang-l en Ang-ll. Después de una década de utilizacion del Captopril,
han aparecido una multitud de farmacos con capacidad de inhibicion de la
ECA, que difieren de éste por la ausencia de un grupo sulfhidrilo en la
formulacion quimica y una vida media mas prolongada, lo que permite
utilizarlos en una sola dosis diaria (Vazquez, 1998).

Aungue los inhibidores de la ECA sintéticos han demostrado su utilidad,
no estan totalmente exentos de efectos secundarios (Atkinson & Robertson,
1979; Lever et al., 1999). El efecto secundario mas comun de los inhibidores
de la ECA es una tos seca que aparece en el 5-20% de los pacientes 'y
puede dar lugar a la interrupcion del tratamiento. Otro problema grave es el
angioedema que tiene una influencia en 0.1-0.5% de los pacientes y puede
ser mortal. También se le han atribuido problemas dermatol6gicos
(dermatitis), gastrointestinales como nauseas, vomitos, estrefiimiento 6
diarrea, Ulcera péptica, boca seca, pancreatitis; a nivel hepéatico como
ictericia, colestasis y hepatitis; cardiovascular como hipotension, angina,
taquicardia, palpitaciones, disturbios del ritmo, accidente cerebrovascular y
también tanto nivel renal (nefritis intersticial poliuria, oliguria, sindrome
nefrético, etc) como respiratorio (disnea, asma, embolia pulmonar, etc)
(Acharya et al., 2003; Riordan, 2003).

Ademas Baltar, Marin y Alvarez (2004) reportaron el dafio de los
farmacos usados para el tratamiento de la hipertension arterial, sefialan que
todos los antihipertensivos atraviesan la placenta en el embarazo, por lo que
pueden afectar al feto indirectamente disminuyendo el flujo Utero-placentario
o directamente a través de la circulacion umbilical. En el 2008, Cooper alerto
que el uso de inhibidores de la ECA como: Benazapril (Lotensin), Captopril
(Capoten), Enalapril/Enalaprilat (Vasotec oral e inyectable), Fosinopril
(Monopril), Lisinopril (Zestril y Prinivil), Moexipril (Univasc), Perindopril

(Aceon), Quinapril (Accupril), Ramipril (Altace) y Trandolapril (Mavik) durante
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el primer trimestre de embarazo, puede estar asociado con el incremento de

riesgo de malformaciones congénitas del recién nacido.

5.3.1 Inhibidores naturales de ECA |

La investigacién de compuestos naturales con efecto antihipertensivo
son el presente y futuro de la investigacion dentro de la linea de alimentos
funcionales, los cuales pueden ayudar en la prevencion y tratamiento de
enfermedades cronicas como la hipertension.

En tiempos recientes ha surgido interés de identificar compuestos
naturales como fuente potencial de inhibidores naturales de la ECA. Se han
realizado estudios in vitro con algunas plantas y algunos alimentos que
poseen compuestos con potencial efecto inhibidor de la ECA como los
péptidos bioactivos presentes en lacteos (FitzGerald, Murray y Walsh, 2004;
Seppo et al.,, 2003), cereales como el maiz (Parris et al., 2008), avena
(Cheung et al., 2009), linaza (Udenigwe & Aluko, 2010) 6 pseudocereales
como el amaranto (Tovar et al., 2009) vy frutas con compuestos
antioxidantes con efecto inhibidor como el kiwi (Jung et al., 2005).

En ratas hipertensas, la administraciéon de una dieta enriquecida con
hidrolizado de leche de cabra a largo plazo (12 semanas), inhibe la enzima
angiotensina en aorta, el ventriculo izquierdo y el rifion (Geerlings et al.,
2006). Otro estudio analiz6 la actividad antihipertensiva e inhibitoria de la
actividad de la angiotensina in vitro con hidrolizados de proteina de arroz
midiendo la inhibicién in vitro y un efecto hipotensor en modelos animales,
los resultados se compararon con un inhibidor sintético de ECA (Chen et al.,
2007; Li et al., 2007).

Algunos extractos de Salvias como la Salvia scutellarioides han
demostrado efecto antihipertensivo e inhibidor de la ECA | en ratas

hipertensas (Arenas et al., 2009).
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5.4 Generalidades sobre alimentos funcionales

La creencia en el poder medicinal de los alimentos no es un
acontecimiento reciente pero ha sido una filosofia ampliamente aceptada por
generaciones. Hoy en dia, estan aumentando las creencias de los
consumidores en los beneficios de salud de determinados alimentos y sus
componentes (Meyer, 1998).

El concepto de alimentos funcionales nacié en Japon, en los anos 80’s
las autoridades sanitarias japonesas se dieron cuenta que para controlar los
gastos sanitarios, generados por la mayor esperanza de vida de la poblacién
anciana, habia que garantizar también una mejor calidad de vida. Se
introdujo un nuevo concepto de alimentos, que se desarrollaron
especificamente para mejorar la salud y reducir el riesgo de contraer
enfermedades (Bellisle, Diplock y Hornstra, 1998).

En 1991, el Ministro de Salud y Bienestar Social Japonés creé las
regulaciones de etiquetado de Alimentos para uso especificado a la Salud
(FOSHU). Estos alimentos estan incluidos como 1 de 4 categorias descritas
en la Ley de la nutricibn de Japon como "alimentos para regimenes
especiales”, es decir, alimentos que se utilizan para mejorar la salud de las
personas y para las que las declaraciones de efectos en la salud especificos
son permitidos (Roberfroid, 2000).

Varios estudios han demostrado que ciertas frutas y verduras actian
como alimentos funcionales, su funcionalidad esta dada por la presencia de
compuestos llamados fitoquimicos tales como fenoles, flavonoides,
isoflavonas, terpenos, glucosinolatos y otros compuestos que estan
presentes en la dieta diaria (Craig, 1997; Potter & Steinmetz, 1996).

También existe un fuerte potencial de alimentos funcionales derivados
de granos enteros debido al papel importante que desempefian en la
prevencion de enfermedades crénicas. Algunas agencias de salud
incluyendo la FDA, aprueban la declaracion de propiedades saludables,
basadas principalmente en estudios de poblacion, epidemiolégicos vy
prospectivos, los cuales sefialan una fuerte relacion inversa entre el aumento
en el consumo de alimentos de granos enteros y reduccién del riesgo de

diabetes, hipertension y enfermedades cardiovasculares (Richardson, 2003).
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Las poblaciones que consumen tres 0 mas porciones de granos enteros
por dia pueden tener un efecto cardioprotector, los cuales son atribuibles en
parte a los cambios inducidos en la PA. En algunos estudios se ha evaluado
el efecto de alimentos de granos enteros en la reduccion de la presion
arterial (Kestin et al., 1990; Saltzman et al., 2001; Swain et al., 1990). Otro
ejemplo es la dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension), la cual
fue propuesta en un estudio con el fin de detener la hipertension; basada en
frutas, verduras y granos de cereales, con la cual se demostro reduccion en
la PA en sujetos con y sin hipertension (Sack et al., 1995). La asociacion
estos componentes fitoprotectores, como la fibra, antioxidantes, vitaminas y
minerales se han propuesto como posibles mediadores de los efectos
cardioprotectores sin embargo todavia no son completamente entendidos.

Las principales fuentes de los granos enteros en la dieta de los
mexicanos son el trigo, avena, linaza, los cuales son preparados en forma de
pan y cereales para el desayuno, sin embargo aun existen variedades de
granos enteros que no han sido totalmente explotados que son de origen
mexicano y que pueden contribuir a la prevencion del riesgo cardiovascular

como es el caso de la semilla de chia (Salvia hispanica L.).

5.5 Salvia hispanica L.

5.5.1 Antecedentes y clasificacion

La chia, Salvia Hispanica L., es una planta de la familia de las
Lamiaceas (familia de la menta), herbacea, anual, de 1 a 1.50 m. de altura.
Crece en las zonas montafiosas que se extienden desde el oeste de México
hasta el norte de Guatemala. Las formas silvestres se dispersan a través de
la Sierra Madre Occidental de Sonora y de Chihuahua (Ayerza & Coates,
2006).
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Tabla |
Clasificacion botanica de la Salvia hispanica L. (USDA, 2010b)

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta-Planta vascular
Superdivision Spermatophyta-Planta de semillas
Division Magnoloiphyta-Planta con flores
Clase Magnoliopsida-Dicotiledonea
Subclase Asteridae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae (Familia de la menta)
Género Salvia

Especie S. hispanica

Figura 4. Planta y semillas de chia (Salvia hispanica L.) (Lado izquierdo cultivo de

la planta y de lado derecho las semillas de chia.

Como se muestra en la tabla I, pertenece a la familia Lamiaceae,
aunqgue tradicionalmente es considerada como grano, no pertenece a la
familia Gramineae, en la cual la mayoria de los cereales son clasificados, por
lo que se ha considerado a su vez como una semilla por su alto contenido de
aceite (Lee, 2009).

La semilla de chia comenz6 a emplearse en la alimentacibn humana
unos 3500 antes de Cristo. En la época precolombina, era para los mayas
uno de los cuatro cultivos basicos destinados a su alimentacién, junto al

maiz, el frijol y el amaranto (Ayerza & Coates, 2005). Los mayas y aztecas
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usaban la chia en distintos preparados nutricionales y medicinales, asi como
en la elaboracién de unguentos cosméticos. Era fuente de energia para
travesias prolongadas y alimento para los guerreros, combinada con maiz.
La harina de chia tostada se utilizaba en la preparaciéon de una popular
bebida refrescante y nutritiva, costumbre que, con variantes, hoy persiste en
Centroamérica y se denomina “chia fresca” (agua, limén y chia). Los
ceramistas y pintores utilizaban el aceite de chia para la preparaciéon de
barnices y pinturas, que se destacaban por su brillo y resistencia al
envejecimiento dado su alto poder antioxidante. También era ofrecida a los
dioses en las ceremonias religiosas, motivo por el cual durante la conquista
espafiola fue suprimida de las tradiciones. Con el paso del tiempo la semilla
perdié su importancia y su uso cayo en el olvido en la cultura mexicana
(Salgado, Cedillo y Beltran, 2005), fue ademas desplazada por los cereales
aportados por los espafioles. El cultivo de chia desaparecié durante las
colonias; sobrevivid sOlo en areas montafiosas aisladas de México y en
algunas regiones de Guatemala, donde se cultiva comercialmente desde
hace siglos y hasta la fecha, (Ayerza y Coates, 2004).

La chia posee varias especies: Polystachya Salvia, Hyptis suaveolens y
Salvia hispanica L (Ayerza, 2000), la ultima, actualmente se cosecha en
pequefia escala en algunos estados de México como Veracruz, Michoacan,
Oaxaca, Jalisco, San Luis Potosi y Chiapas. También se cultiva en
Guatemala y en el noreste de Argentina, donde se introdujo como cultivo
alternativo (Benavides et al., 2010).

La Salvia hispanica L. cuenta con varios nombres comunes como salvia
espafiola, artemisa espafiola, chia mexicana, chia negra, chian del vocablo
nahualtl 6 simplemente chia. La variedad nativa de la Republica Mexicana es
chionocalyx Fernand, la cual crece en bosques de juniperos, encino, pino-
encino y a una altitud aproximada de 1900 m y se propaga por semilla
(Beltran-Orozco & Romero, 2003).

El consumo en México se ha ido incrementando recientemente, sin
embargo es limitado y regional por varias razones: falta de informacion sobre
las caracteristicas de la semilla que lo hacen atractivo como alimento, precio

de venta, baja disponibilidad y habitos de consumo de los mexicanos, que
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son diferentes de los aztecas, para quienes la semilla era un alimento basico
(Monroy et al., 2008).

En los ultimos afios se han reconocido sus propiedades, debido a que
es una buena fuente de fibra dietética, proteina, omega-3 y antioxidantes. El
cultivo ha sido reactivado gracias a programas de desarrollo e investigacion
como el de la Universidad de Arizona, promoviendo la recuperacién de este
cultivo subtropical en EEUU, México y Argentina (Di Saprio et al., 2008).

5.5.2 Composicion quimica

Como fuente botanica, existe variabilidad en la composicion de las
semillas de chia, esto puede ser de acuerdo al lugar de crecimiento, afios de
cosecha dentro de la ubicacion, debido a los efectos del genotipo y medio
ambiente, asi como las interacciones genéticas por el ambiente. Se han
realizado algunos para demostrar la variacion en la composicion las semillas
en diferentes tipos de ecosistemas, en donde han encontrado variaciones
significativas de acuerdo a la region en funcién de una sola especie (Ayerza
y Coates, 2004). En un estudio mas reciente, se evalu6 el efecto de la
ubicacion en la duracién del ciclo de crecimiento y el contenido de proteinas
y lipidos en la semilla de chia de un genotipo, y se encontré que el tipo de
ambiente afecta la composicién bioquimica de la semilla (Ayerza, 2009).

Con base a las variaciones que pueden existir en la composicion
quimica de las diferentes variedades, condiciones climéticas y zonas de
cultivo de las semillas de chia (Salvia hispanica L), se tomd como referencia
un estudio de la Universidad Nacional Autbnoma en el que se realizd un
analisis proximal (Tabla IV) de la semilla de chia originaria de Jalisco,
México (Olivos, Valdivia y Tecante, 2009).

Los semilla de chia posee un contenido de aceite superior al de otras
semillas oleaginosas de importancia comercial (Tabla Il), constituye el 32%-
39% del total, donde el 60% de éstos es el acido a-linolénico (omega-3,
precursor de los acidos DHA y EPA) vy el 20% es acido a-linoleico (omega-
6). Esta elevada cantidad implica que la semilla de chia, junto con el lino

(Linum usitatissimum L.) sea una de las mejores fuentes de acidos grasos
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esenciales (AGE) de origen agricola. Sin embargo, la chia, por encima del
lino, es el cultivo con mayor porcentaje de estos AGE (a-linolénico y a-
linoleico) al tener mas del 80 % de sus lipidos con dicha caracteristica.
También, comparado con el aceite de menhaden (especie de robalo) y de
algas (Ayerza ,1995); o inclusive con el cartamo y el girasol con 75% y 67%
respectivamente. Esta diferencia es ain mayor considerando que el cartamo
y el girasol no contienen acido a-linolénico. El aceite de colza también
contiene un alto grado de insaturacion (67%), pero esto es debido a su alto
contenido de acido oleico (monoinsaturado), con un contenido relativamente

bajo (27%) de acidos grasos poliinsaturados (Ayerza & Coates, 2006).

Tabla Il

Contenido de aceite y composicion de los acidos grasos de semillas
comerciales de chia provenientes de cinco paises. Adaptado de Ayerza vy
Coates, 2006.

Acidos grasos (%)

Alfa-
Pais Aceite  Linolénico Linoleico Oleico Estearico Palmitico
Argentina 34 63.1 19.5 6.7 3.0 7.0
Bolivia 32.7 63.3 18.7 7.1 2.7 7.4
Colombia 29.9 57.9 19.2 7.6 3.5 7.5
México 31 61.6 19.6 7.5 3.3 6.7
Peru 32.4 64.2 18.4 6.9 3.0 7.2

El contenido de proteinas que posee la chia es de alrededor de un 19-
20%, un porcentaje superior al de otros granos como el trigo (8-12%), maiz
(9,42%), arroz (6,8%), avena (16,9%), cebada (9.9%) y amaranto (13.56%)
(Bos et al., 2005; USDA, 2010) (Tabla Ill). Ademas, a diferencia de otros
cereales posee lisina el cual es un aminoacido limitante, sin embargo la
treonina es el primer aminoacido limitante. Esto significa que tiene un perfil
parecido a la “proteina ideal” por o que es de gran utilidad su incorporacién

en la dieta, y mezclada con otros granos, con el fin de producir una fuente
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equilibrada en proteinas. Las proteinas de la semilla de chia, a diferencia del

trigo, avena, cebada y centeno, no contienen gluten (Weber et al, 1991).

Tabla lll
Composicion nutricional de la semilla de Salvia hispanica L. (Adaptado de
Lee, 2009)

Componente Contenido en 100g
Energia (kcal) 509.96
Proteinas (g) 21.62
Grasa total (g) 30.52
Hidratos de Carbono (g) 37
Fibra dietética (g) 27.6
Colesterol (mg) 0

Sodio (mg) <3.0
Potasio (mg) 52.92
Vitamina A (mg. ER) <50
Tiamina (B1) (mg) 0.2
Riboflavina (B2) mg 5.2
Niacina (B3) mg EN 6.4
Calcio (mg) 52.09
Hierro (mg) 0.43
Zinc (mg) 0.005
Cobre (mg) <0.25
Boro (mg) 0.14
Molibdeno (mg) <0.0015

Los hidratos de carbono engloban entre el 35% y 40% de su peso final.
Dentro de éstos, no se encuentran azlUcares (0% de monosacaridos y
disacaridos), y casi el 90% es fibra y el resto fécula. La mayoria de la fibra es
soluble y de alto peso molecular (mucilagos), con una extraordinaria
capacidad de retencién de agua (Reyes, Tecante y Valdivia, 2008). Por este
motivo, cuando se ponen en contacto con agua u otro medio acuoso,
incrementan su peso 14 veces mas que el salvado de trigo y 16 veces mas

que la linaza, creando un gel de textura viscosa.
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Otros nutrientes a destacar son la gran variedad de compuestos con
potente actividad antioxidante, principalmente flavonoides. Por este motivo
sus productos derivados, como el aceite o harina, no necesitan usar
antioxidantes adicionales para su conservacion. Los antioxidantes mas
destacados en las semillas de chia son: la quercetina, la mircetina, el
kaempferol, los glucésidos flavonoides; y en menor concentracion el acido
cafeico y el acido clorogénico. Estas sustancias ayudan a mantener mas
estable la composicion lipidica de la semilla y que su aceite no se enrancie a
lo largo del tiempo, mientras que en los acidos esenciales extraidos de los
animales y algas, como DHA y EPA, al no contener estos antioxidantes se
peroxidan mas facilmente (Reyes et al., 2008; Taga et al., 1984).

La chia es también una buena fuente de riboflavina, niacina, tiamina,
calcio, fosforo, potasio, cinc y cobre (Ayerza & Coates, 2006). En
consecuencia, las semillas de chia son productos de interés para enriquecer
gran cantidad de productos como féormulas y alimentos para bebés,
alimentos horneados, barras nutritivas, yogurt, salsas, etc.

Dentro de los metabolitos secundarios la semilla de chia contiene
principalmente terpenoides y flavonoides, las partes aéreas de la planta
contienen flavonoides, triterpenos y monoterpenos, particularmente en las
flores y en las hojas. Los diterpenos fueron encontrados principalmente en

las raices (Topcu, 2006).

5.5.3 Propiedades de la chia

Las propiedades de la chia se han atribuido a su contenido nutricional,
principalmente por su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados, fibra y
antioxidantes.

Existen cddices que reportan los efectos benéficos de la chia en la
prevencion o tratamiento de enfermedades, en los cuales se menciona que
fué utilizada por los aztecas como parte de la medicina tradicional en
México, entre estos efectos se pueden mencionar los siguientes:
antiagregante plaquetario, antiinflamatorio, antimutagénico,

anticarcinogénetico y antitumoral, laxante, hipotensor, ayuda en la regulacion
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de los niveles de colesterol, reduce los niveles de los triglicéridos. En el
tratamiento de la diabetes se recomienda como hipoglucemiante
(Castarieda, 2010).

Actualmente la chia ha despertado interés por algunas de las
propiedades anteriormente mencionadas, esto se ve reflejado en la cantidad
de informacién vaga y confusa que hay en algunos sitios de internet sobre
las propiedades y beneficios de esta semilla. Es decir existen pocos estudios
en la literatura cientifica recientes sobre los efectos de la chia en
enfermedades crénicas como diabetes, enfermedades cardiovasculares, etc
(Chicco et al., 2009; Vuksan et al.,, 2007). En el 2007, Vuksan et al.
publicaron un estudio a largo plazo realizado en individuos con diabetes tipo
2 a quienes se les administré Salvia hispanica L, en el cual reporta que el
consumo de 37 g al dia logré la disminucion de la glucosa post-prandial,
reduccion de la presion arterial sistolica y reduccion de los factores de riesgo
de enfermedad cardiaca, factores de coagulacion y factores de la
inflamacion como la proteina C-reactiva.

En un estudio in vitro, el consumo de las semillas de chia disminuyé la
adiposidad visceral y la resistencia a la insulina en un modelo de ratas con
dislipidemia y resistencia a la insulina (Chicco et al., 2009). Otro estudi6
demostré mejorar la saciedad, al incluir semillas de chia en un pan a
diferentes concentraciones (Lee, 2009).

La semilla de chia también se asocia con actividad antiinflamatoria,
antiviral y antibacterial. Recientemente se estudio este efecto en extractos
de Salvia hispanica L, Tila mexicana, Aloe vera, Opuntia ficus-indica entre
otras, cuyo resultado demostré que los extractos hexanicos de la semilla de
chia, fueron los que presentaron mayor actividad antiinflamatoria después de

la Tila mexicana (Baez, 2007).
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6. METODOS

7~ O\

El estudio se dividi6 en tres fases:

-
F 2 .
Elab g ase » Obtencion de
* Elaboracion y . modelo de
andlisis  de Zéltji\?i%%fjdetjg hipertension
extractos 2 ECA | in y bioensayo

Figura 5. Esquema general presentado en diferentes fases del trabajo

6.1 Disefio
Tabla IV
Disefio del estudio presentado en las diferentes fases del trabajo
Disefio Fase 1 Fase 2 Fase 3
Experimental Experimental Experimental in Vivo,
Tipo de estudio in vitro comparativo, prospectivo,
longitudinal
Unidades de % inhibicibn de Ratas macho raza Wistar
. Extractos ECAI (WKY) de 5 semanas de
observacion edad.
G Captopril Ratas normotensas WKY de 5
rupo control
semanas de edad.
Criterios de N/A N/A Ratas normotensas WKY de 5
inclusion semanas de edad.
Criterios de N/A N/A Ratas enfermas
exclusion
Criterios de N/A N/A Ratas enfermas
eliminacion
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6.2 Equipos

Horno de secado (Felisa FE-292D)

Incubadora con sistema de agitacion (SHEL Lab 1575)
Campana de flujo laminar (VECO E-3659)
Homogenizador (DAIGGER PRO 250)

Agitador (LAB Rotator 1346-1)

Bafio seco (Labnet D1200)

Placa de agitacion y calentamiento (THERMO Scientific)
Microcentrifuga (Eppendorf Mini spin plus)

Centrifuga (Eppendorf 5804 R)

Liofilizadora (Labconco 7752020)

Incubadora (ShelLAB 1575)

Espectrofotometro (ThemoScientific-Evolution 300)
Centrivap Labconco (PN/7462900)

Balanza electrénica de precision (Sartorious BL-1500)
Potenciometro (Hanna Instruments HI 254 pH/ORP meter)
Rotavapor (BUCHI R-300)

Micropipetas (Eppendorf)

Congelador -80 (Sanyo)

Jaulas metabdlicas Tecniplast

Analizador bioquimico (A25 Biosystem)

Analizador Vitros system chemistry DTSC Il (Ortho-Clinical

Johnson & Johnson Company)

Balanza granataria para roedores

Aparato de medicion de presion no invasivo para ratas (Power

Lab Adsystems)

Bomba al vacio DOA-P712-AA Pall Life Sciences
Céamara de luz UV Spectroline EA140
Lector de ELISA Biochrome Expert plus Asys Hitec
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6.3 Metodologia

6.3.1 Fase 1. Elaboracion y andlisis de extractos

6.3.1.10btencion de extractos

La semilla de chia se obtuvo con el apoyo de la empresa
CHIAGROMEX, empresa mexicana productora de chia organica certificada,
localizada en Colima cultiva la semilla una vez al afio aprovechando la
temporada de lluvias, por lo tanto su cultivo abarca de verano a otofio. Los
mejores suelos para este propdsito son los areno-limosos aunque puede
crecer en los arcillo-limosos. Esta empresa produce en promedio 1100 kg
usando técnicas de rotacion de cultivos y aplicando lombricomposta como
fuente de nutrientes.

El material se pesé y se colocé en charolas de aluminio a secar a 60°C
durante 24 horas. Posteriormente se molio en una licuadora.

Con la finalidad de obtener compuestos de diferente polaridad se
realizaron cuatro tipos de extractos: hexanico, aceténico, metandlico y
acuoso.

El extracto acuoso se realizd por triplicado pesando 60 g del material
seco y molido, se le agregaron 600 mL de agua hirviendo e inmediatamente
se mezclé Se filtr6 inmediatamente a través de manta y el filtrado restante
se centrifugdb a 3000 rpm (Eppendorf 5804 R) durante 15 minutos.
Posteriormente se filtraron al vacio mediante filtros de nylon de 0.55mm. Por
altimo se liofilizaron (Labconco 7752020) a -48°C por 0.520 mBar durante 96
horas (Modificado de Cirilo, 2003).

Los tres extractos restantes se realizaron de forma secuencial es
decir de menor a mayor polaridad, para ello se pesaron 50 g de chia (seca y
molida) y se colocaron en matraces Erlenmeyer por triplicado,

posteriormente a cada uno se les adiciond 250 mL de hexano y se dejaron
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en maceracion perfectamente cerrados con agitacién constante (LAB Rotator
1346-1) durante 72 horas a temperatura ambiente. Se separaron con filtros
Whatman N° 1 y posteriormente mediante vacio con un filtro de membrana
(0.55mm). Finalmente se concentraron en un rotavapor (R-300) y se llevaron
a un desecador con vacio durante 5 dias para lograr la evaporacién del
hexano (Figura 6).

Figura 6. Proceso de elaboracion de extractos. a) agitacion,

b)concentracion en rotavapor, c) concentracion al vacio y d) extracto

hexanico

Con el solido restante del filtrado se realizé el extracto acetonico colocando
250 mL de acetona en cada uno de los matraces, se dejaron en agitacion
por 72 horas, se filtraron y se llevaron a concentrar en el rotavapor. Por
altimo para el extracto metandlico se utilizo el residuo del filtrado restante al
cual se le afiadié 250 mL de metanol y se sometié al mismo procedimiento
que los extractos anteriores. La metodologia a seguir se resume en la figura
7.
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Salvia hispanica L. 50 g
semillas(por triplicado)

Extracccion con hexano 72 h ‘

| —
Extracto hexanico ‘ MARCO*

—

Extraccion con acetona 72 h ‘

Extracto aceténico MARCO*

Extraccion con metanol 72 h

Extracto. metandlico

Figura 7. Esquema de elaboracion de extractos de semillas de Salvia
hispanica L. *Marco: Semillas después de haber sido extraidas con el

solvente respectivo

6.3.1.2 Pruebas fitoquimicas coloridas para determinacién de

compuestos presentes en los extractos

Las pruebas coloridas son Utiles ya que son sencillas, sensibles,
especificas y rapidas de realizar. Las reacciones quimicas de coloracion y de
precipitacion que junto con propiedades fisicas como la sublimacién o la
fluorescencia permiten observar la existencia de determinados compuestos
quimicos en las planta. Estos ensayos fisicoquimicos cualitativos se pueden
realizar sobre la misma planta, entera o pulverizada, o sobre extractos de la
planta con diferentes solventes. Se realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas para identificar los principios activos de los extractos de chia
(acuoso, metandlico, aceténico y hexanico) (Garcia, 1992; Dominguez,
1979).
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Alcaloides

Prueba de Dragendorff: Se elabora con la mezcla de dos soluciones, la
solucion A se prepara disolviendo 0.85 g de nitrato de bismuto en una
mezcla de 10 mL de acido acético glacial (o no glacial) y 40 mL de agua. La
solucién B se prepara disolviendo 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de
agua. El reactivo se prepara mezclando 5 mL de solucion A, 4 mL de
solucion B y 100 mL de agua. Se disuelven 1-2 mg de la muestra en etanol
y se colocan unas gotas en una placa de porcelana, luego se le afiaden unas
gotas del reactivo de Dragendorff. La prueba resulta positiva para alcaloides
cuando se forman en la placa precipitada de color rojo, naranja o marréon,
persistente por 20 min.

Coumarinas

Prueba de Hidroxido de Potasio

Se disuelven 1-2 mg de la muestra en una solucién de KOH al 10%, se
agregaron unas gotas a la muestra y la aparicion de una coloracion amarilla
gue desaparece al acidular se considera positiva.

Flavonoides

Prueba de Shinoda

Se disuelven 1-2 mg de la muestra en un 1 mL de etanol, se le agregan 3 a 4
gotas de HCI concentrado y se afiaden limaduras de magnesio. Se
considera positiva con la aparicion de colores naranja, rojo, rosa-azul a
violeta.

Oxidos fendlicos (Taninos)

Prueba de Cloruro Férrico

Se toma 1 6 2 mg de la muestra, se mezclaron con 1 mL de agua o etanol y
se le adiciona unas gotas de cloruro férrico al 5%, la aparicion de un
precipitado rojo, azul violeta o verde se considera positivo. En algunas
ocasiones, para hacer mas sensible la determinacién, es necesario utilizar
una solucién no acuosa de cloruro férrico a la que se le afiade una base
débil, como una combinacion de piridina-cloroformo.

Insaturaciones

Prueba de Baeyer: KMnO4 al 2% en agua
Se disolven 1-2 mg de la muestra en 1 ml de metanol 6 agua y se agrega

gota a gota una solucién de permanganato de potasio al 2% en agua. La
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prueba es positiva si se observa decoloracion o formacion de un precipitado
café resultado de la formacion de biéxido de manganeso.

Esteroides y terpenos

Prueba de Liebemann-Buchard

El reactivo se prepara mezclando 1 mL de anhidrido acético mas 1 ml de
cloroformo y 3 gotas de acido sulfurico concentrado. Se disuelve una
pequefia cantidad de muestra (1-2mg) en 1 mL de cloroformo, la aparicion
de un color azul o0 morado se considera prueba positiva para esteroles y
color rojizo para triterpenos, en el lapso de 2 horas.

Grupos carbonilo

Prueba de 2,4-dinitrofenilhidracina

En un tubo de ensaye se disolven 100 mg de 2,4-dinitrofenilhidracina en 10
ml de etanol con 3 mL de HCI y se afora con agua destilada. Se afiaden
unas gotas de este reactivo a la muestra disuelta en etanol, la formacion de
un precipitado amarillo, rojo o naranja indica presencia de grupos carbonilo.
Azucares

Prueba de Antronas

En un tubo de ensaye se coloca 1- 2 mg de muestra disuelta en agua,
después se deja resbalar por las paredes del tubo una solucion reciente de
antrona al 0.2% en acido sulfurico concentrado; la prueba es positiva si en la
interfase aparece un anillo azul-verdoso o violeta.

Lactonas

Se colocan 1 a 2 mg se muestra con solucion alcohdlica de NaOH al 10%,
un color amarillo o anaranjado que se pierde al agregar unas gotas de HCI
indica la presencia de un anillo lactonico.

Saponinas

En un tubo de ensaye se coloca la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 mL de
agua y se agita fuertemente. La formacion de espuma abundante se
considera prueba positiva.

Quinonas

Se coloca 2-3 mg de muestra y se le afiaden 1 a 2 gotas de acido sulfarico.
La prueba es positiva si se colorea de rojo y se confirma al afadir 2-3 gotas
de hidrosulfito de sodio al 5% decolorandose la solucion y se genera el color

rojo anterior afiadiendo de 2-3 gotas de agua oxigenada al 30%.
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6.3.2. Fase 2. Pruebas de inhibicion de la actividad de la ECA | in vitro

6.3.2.1. Determinacién de la inhibicibn de actividad de la ECA |

(IECA) en extractos

La actividad inhibidora de la ECA | se midio in vitro de acuerdo con el
método de Cushman y Cheung modificado posteriormente por Quiros et al.
(2007).

Para estandarizar el método primero se realizd una curva de calibracion
con el inhibidor sintético captopril (Rufian-Henares et al., 2007). La reaccion
se inici6 con el sustrato hipuril histidil leucina (HHL, Sigma-H1635) se
disolvié en tampodn tetraborato 0.1 M con NaCl 0.3 M, pH 8.3, para obtener
una concentraciéon final 5 mM. A 100 pl de disolucion de sustrato se le
afiadieron 40 pl de cada una de las muestras cuya actividad IECA se
determind. Se afiadié la enzima ECA (EC 3.4.15.1, Sigma), disuelta en
glicerol al 50%, y diluida en el momento de realizar el ensayo 1/10 en agua
bidestilada. La reaccion se llevdo a cabo a 37°C, durante 30 min en una
incubadora y, a continuacion, la enzima se inactivé descendiendo el pH con
150 uyl de HCI 1M. EIl acido hipurico formado se extrajo con 1000 ul de
acetato de etilo. Tras agitacion en vortex durante 20 segundos, se centrifugo
a 4000 rpm durante 12 min, a temperatura ambiente. Se tomaron 750 pl de
la fase organica que se evaporO por calentamiento a 95°C durante 10
minutos. El residuo de acido hipurico se redisolvio en 800 pl de agua
bidestilada y, tras agitar durante 20 segundos, se midio la absorbancia (A) a
228 nm. El blanco y el control positivo recibieron el mismo tratamiento que el
resto de las muestras, sin embargo, al blanco se le afiadi6 agua en vez
de enzima y al control agua en vez de muestra.

La actividad de la inhibicion de la ECA se determind a diferentes
concentraciones por triplicado en cada uno de los extractos obteniendo una
curva de calibracibn en cada caso de acuerdo al procedimiento antes

detallado. El extracto acuoso se diluydo con agua bidestilada estéril a
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diferentes concentraciones. Para trabajar con el extracto metandlico se
realizaron pruebas de solubilizacién con agua, agua-metanol 20% y metanol
puro con el fin de evitar la inhibicion de la enzima por el propio solvente. A
los extractos acetonico y hexanico se les dio un tratamiento adicional de
evaporacion con Centrivap a 60°C por 3 horas, posteriormente en el caso del
extracto acetonico se realizaron pruebas con diferentes solventes (agua,
acetona 20% y acetona pura) y con el extracto hexanico se trabajo con
etanol 10%, 20%y 30%. Para el calculo del % de inhibicién de la ECA se
realiz6 a un ajuste en la férmula ya que utilizé6 un blanco de muestra el cual
es como el blanco (se le aflade muestra pero no enzima), esto con el fin de

restar la interferencia de la muestra a la siguiente formula.

% inhibicion de ECA = (Amuestra-Ablanco)- (Acontrol-Ablancomuestra) 100

Amuestra-Ablanco

donde: A= absorbancia a 228 nm

Los resultados se presentan como la concentracion necesaria para
inhibir el 50% de actividad de la enzima que corresponden a la
concentracion necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima
(IC50). Para llevar a cabo su calculo, se representa el porcentaje de
actividad inhibidora de la ECA (% de inhibicién) frente a la concentracion de
la muestra, para dicho calculo se utilizé6 el programa PRISM version 5.04
(GraphPad Software, Inc. San Diego, CA. USA).

6.3.2.2 Particiéon del extracto metandlico

En base a los resultados de la IECA en los diferentes extractos se
trabajo en la purificacion de los compuestos del extracto de semillas de chia
que obtuvieron mayor actividad de IECA, como se muestra en el apartado
7.2 de resultados, el extracto metandlico presenté un menor IC50. Por tal
motivo se fracciond este extracto para buscar compuestos mas puros y con

mayor actividad de IECA.
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Al extracto metandlico ya concentrado en el rotavapor, se le hizo una
extraccion con cloroformo calentando en la parrilla eléctrica y agitando
constantemente teniendo como resultado una fraccidbn soluble y una
insoluble en cloroformo. Esta fraccion insoluble en cloroformo fue soluble en
agua y una vez que se concentré se le realizdé la prueba de Antrona,
Liebermann-Buchard y la de Cloruro férrico en etanol (para hidroxilos
fendlicos). Posteriormente esta fraccion soluble en agua se concentré por
evaporacion y se le agregd acetona obteniendo una fraccion soluble y una
insoluble en acetona. La soluble en cloroformo se concentré a sequedad y
se le agregé 50 mL de hexano para hacer una extraccion en caliente;
obteniendo por lo tanto una fraccion soluble en hexano y otra insoluble en
hexano. La metodologia anterior se resume en el siguiente diagrama, en la
cual se especifica en las diferentes fracciones el peso (p) obtenido (Figura
8).

Extraccion del
[1] Extracto MeOH EMSSH con 60
p=3.59 mL de CHCIl; en

caliente

[2] | Soluble CHCI; | [3] [ Insoluble en CHCI,

p=2.0g p=1.5¢ Adicién de H,0
| I caliente
> [2b] 4] ”
[2a]]  soluble Insoluble Concentracion y
hexano en hexano adicion de

acetona caliente

aay [ nsctble | ("solubieen | pa
acetona

p=11g p=0.400g

Figura 8. Esquema de la particion del extracto metandlico (p=peso)

A todas estas particiones se les midio actividad biologica en la inhibicion
de la ECA I, y en base a las que presentaban mejor IC50 se realizaron

cromatografias en capa fina.
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6.3.2.3 Cromatografia en capa fina

La técnica de cromatografia en capa fina se utilizé para la separacion e
identificacion de compuestos por métodos de agentes cromogénicos y luz
ultravioleta para obtener la relacion frentes (Rf).

En la cromatografia en capa fina se utliza una placa de vidrio
recubierta con fase estacionaria (generalmente silica gel G tipo 60)
manteniendo un pequefio espesor constante a lo largo de la placa. La placa
se coloca en una cuba cromatografica, la cual debe encontrarse saturada en
el eluente (fase movil liquida). El eluente ascendera por la placa y arrastrara
los componentes a lo largo de ésta produciendo “manchas” de los
componentes. Cuando los componentes no son coloreados se utilizan
técnicas de revelado bajo luz UV y/o con cloruro de cobalto.

Se us6 como absorbente, silica gel, sobre placas de vidrio las cuales
fueron activadas en una estufa a 120°C durante 1:00 h. La cémara
cromatografica se saturd con la mezcla de solvente benceno/acetona (B/A)
en una relaciéon 9:1 para las fracciones solubles en hexano e insolubles en
hexano. Para la fraccion soluble en agua se utilizd un sistema de
cloroformo/metanol en las siguientes relaciones: 9:1, 8:2, 8:1, 6:4 y 4:6. Se
aplicé una gota de las fracciones con un capilar en las placas
cromatograficas, Después de la separacion de los componentes de la
muestra, la placas se observaron a la luz ultravioleta (UV) y se revelaron
con CoCl, es decir, a la placa se le hace una aspersion con la solucién
reveladora de CoCl, al 2% y después se calentd para ver los compuestos
gue pueda tener la muestra.

El cloruro de cobalto (revelador general) se preparé con 800 mL de
agua destilada, 20gr de CoCl,y 100 mL de acido sulfurico concentrado, éste
altimo afiadiéndolo por las paredes del matraz poco a poco, finalmente se
afor6 a 1L con agua destilada.

Finalmente se determind la relacion de frentes (Rf) mediante la

siguiente ecuacion:

Rf= Distancia recorrida por el soluto/Distancia recorrida por el solvente
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6.3.3. Fase 3. Obtencion de modelo de hipertension y bioensayo

6.3.3.1 Medicion de la presion arterial en las ratas

La presién arterial sistolica (PAS), se midié con un equipo de toma de
tension arterial no invasivo el cual consiste en un sistema NIBP de
AdInstruments, un tensiometro de cola con un transductor conectado a un
amplificador de pulsos. El Controlador NIBP se conecta directamente a un
sistema PowerLab y permite seleccionar los rangos de pulso, inflar y
desinflar el manguito automaticamente. Las sefales analogas de presion y
pulso se digitalizan en la unidad PowerLab y se grabaron en la computadora
utilizando Chart (Adinstruments, 2011).

Las ratas se colocaron cuidadosamente en un cepo, para disminuir el
estrés se coloco papel oscuro para disminuir la visibilidad, para mantener la
temperatura a 37-40°C se acerca una lampara con la finalidad de provocar
una vasodilatacion en las arterias para una mejor deteccion de los pulsos
durante 15 minutos. Posteriormente se ajusta el manguito neumatico en la
cola y al inflarse con aire éste ocluye la circulacion sanguinea y al
desinflarse paulatinamente deja pasar otra vez la sangre, a su vez se coloca
el segundo dispositivo el cual es un detector de fotopulso pletismografico
adaptado a manera de pinza semicircular que se fija también en la cola,

enseguida del manguito (Figura 9).
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Figura 9. Toma de la presion arterial en ratas

6.3.3.2 Obtencion de modelo de ratas con hipertension

Se probaron cuatro métodos ya reportados para obtener el modelo de

hipertension para el bioensayo:

1)

2)

Modelo de fructosa al 10%: se administro la solucion de fructosa al
10% en el agua de beber a un grupo de 7 ratas macho Wistar; a
partir de la cuarta semana se empez06 a observar incremento de la
presién sistélica por arriba de 150 mmHg sin embargo, a partir de la
guinta semana los valores se empezaron a normalizar. En 1995, Dai
y McNeill reportaron que a partir de la sexta semana se induce la
hipertension en ratas Wistar, aun con este antecedente se decidid
prolongar por cuatro semanas mas la prueba en busca de algun
cambio durante este tiempo; a la 122 semana se suspendio la
prueba ya que en promedio las cifras de presion arterial eran de 120
mmHg.
Modelos de hipertension renal: se llevaron a cabo dos modelos de
hipertension renal:

a) 2K1C: consistié en la estenosis de la arteria renal conocido

como 2K1C (por sus siglas en inglés two kidney one clip)
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3)

b) 1K1C: se logra con la estenosis de la arteria renal derecha y
uninefroctomia conocido como 1K1C (por sus siglas en inglés
one kidney one clip):

En ambos modelos (a y b) se provoca un incremento de la actividad
del sistema renina-angiotensina y presentaron cifras de la PAS
superiores a los 150mmHg en los primeros dias después de la
cirugia, logrando mantenerse por 3 semanas con estas cifras, la
desventaja de estos modelos es que no es un procedimiento que se
genera de manera uniforme (Doggrell & Brown, 1998) y ademas
tiene elevada mortalidad alrededor del 50% en nuestra experiencia.
Modelo L-NAME: se induce por un aumento de la actividad de la
renina plasméatica por medio de la inhibicion de la oOxido nitrico
sintasa utilizando NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME ) en dosis
de 20 y 40 mg/kg/d por via oral durante 7 dias a cuatro semanas
respectivamente (Bernatova et al., 2009; Biancardi et al., 2007).

Se hicieron dos grupos con las dosis, obteniendo resultados
positivos en ambos grupos a la semana del tratamiento, se continu6
con el ensayo dos semanas mas para comprobando que las ratas

fueran hipertensas con cifras arriba de 150 mmHg.

6.3.3.3 Prueba piloto para determinar dosis de extracto

Para determinar la dosis del extracto se realizé una prueba con 9 ratas

macho Wistar utilizando 3 ratas por dosis (200, 400 y 800 mg/kg/d), dicha
dosis fue calculada en base a reportes previos de un efecto hipotensor de la
Salvia hispanica L., en humanos. Se extrapolaron las dosis en base al peso
de los animales. Se administro junto con el L-NAME durante una semana y
se vigilé la presion para determinar la dosis con mayor efecto hipotensor

sobre ésta.

6.3.3.4 Bioensayo

Se utilizaron 32 ratas Wistar macho de 230 a 250 g. proporcionadas

por el bioterio del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina.
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Las ratas fueron mantenidas en las condiciones apropiadas del bioterio:
humedad relativa entre 40 y 70%; temperatura entre 20 — 22°C; luz artificial
con una intensidad de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y
alimentacion ad libitum elaborada por Harlan (Teklad global 18% proteina),

ver composicion en Anexo 4.

Figura 10. Pesado de los animales

Las ratas se mantuvieron durante una semana en el laboratorio para su
adaptacioén, durante este tiempo se pesaron (Figura 10) y posteriormente se
marcaron. A su vez se procedio a la toma de la presion arterial como se
describe en la seccion 6.3.3.1.

Posteriormente los animales se colocaron en jaulas metabdlicas para
recolectar la orina basal, ademas se tomaron muestras de sangre basales en
la cola para la determinacion de la funcién hepatica. El procedimiento
consisti6 en colocar la rata en un cepo para mantenerla inmovilizada
evitando que se generara estrés. Se limpio la cola con una gasa y etanol al
70% y se sumergio la cola en agua tibia para dilatar la arteria caudal, se
realiz6 una pequefa incision con un bisturi estéril en la parte final de la cola
y se presionoé la cola para extraer la sangre. La sangre se guard6 en tubos
microtainer con EDTA vy se llevaron al laboratorio de Bioquimica Nutricional
para su analisis.

El bioensayo se dividié en dos etapas experimentales: la etapa 1 6 pre-
tratamiento que consistié en la induccion de la hipertension en las ratas y la
etapa 2 en la que se administran los diferentes tratamientos a las ratas
hipertensas.
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6.3.3.4.1. Etapa 1. Induccion de la hipertension (Pre-tratamiento)

(Semana 0-2)

La induccion de la hipertensiéon en las ratas se realizd6 con la
administracion de N-nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME) a dosis de 40
mg/kg/dia por via oral, como se describe en la seccion 6.3.3.2. Este periodo
de induccién de la hipertensiéon fue de 14 dias. La solucion de L-NAME se
administraba en 1 mL, a su vez al grupo control sano se le administré 1 mL/d
de solucion fisiologica.

Las ratas se consideraron hipertensas cuando presentaron cifras de PAS
de 140-180 mmHg durante dos dias consecutivos. Los animales hipertensos
se dividieron en 3 grupos de 8, se comprobé la homogeneidad de las cifras

de PAS entre los grupos mediante la prueba de Levene.

6.3.3.4.2 Etapa 2. Administracion de los tratamientos en los

grupos (Semana3-6)

Las ratas se distribuyeron de acuerdo al grupo y tipo de tratamiento
gue se administro, ver tabla V. Se administraron las soluciones por via oral
utilizando una sonda de plastico incorporada a una jeringa, el horario de la
administracion fue diaria en un horario de 9:00 a 10:00 am.

El procedimiento consistia en sostener al animal firmemente
manteniendo extendidos la cabeza y el cuello y en linea con el dorso con un
abreboca, una vez colocada la rata en posicion, se introducia por el
abreboca la sonda flexible con movimientos circulares hasta llegar al
estbmago, una vez asegurando que la sonda llegara al estbmago se

introducia el medicamento 6 extracto segun el caso (Figura 11).
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Tabla V

Distribucion de grupos para el bioensayo

L-NAME Captopril EMSSH Solucion

GRUPOS N (mgkg) (mgkg) (mglkg) fisiolégica
1 Control sano 8 - - - 1mL
2 Control positivo 8 60 50 - -
(Captopril)
3 Experimental 8 60 - 400 -
EMSSH
4 Control negativo 8 60 - - 1mL
L-NAME

Figura 11. Administracion de tratamientos en animales via oral

6.3.3.4.3 Determinacion de los niveles séricos de colesterol total,
colesterol LDL, triglicéridos y proteina C reactiva en sujetos

de estudio

Los niveles séricos de colesterol total, colesterol LDL, triglicéridos y
proteina C reactiva se analizaron en muestras de sangre recolectada al final
al final de la etapa del pre-tratamiento (es decir cuando eran hipertensas) y
al final del estudio; las cuales se recolectaron por ruptura del plexo venoso
de la oOrbita ocular y recolectadas en tubos eppendorf. Las muestras fueron
centrifugadas para separar el suero el cual fue colocado en congelacién a

-80°C para su posterior procesamiento.
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Los andlisis del perfil de lipidos se utilizaron kits comerciales de la
marca Biosystems y se procesaron de acuerdo a las especificaciones del
proveedor en el analizador bioquimico A25, a continuacion se describen
brevemente (Biosystems, 2011).

Para determinar la concentracion de triglicérido, colesterol total y
colesterol LDL en las muestras primero se colocaron 300 pL de la muestra
diluida (1:2) en las copas, se capturo la informacion en la computadora del
analizador y finalmente se procesaron por duplicado de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Antes de analizar las muestras se realizo
una curva de calibracion de acuerdo a las especificaciones del fabricante,
ademas se corrieron controles y blancos para cada una de las
determinaciones.

La proteina C-reactiva (PCR) sérica se determin6 por medio un kit de
Millipore® basado en un inmunoensayo enzimatico sandwich de doble
anticuerpo monoclonal (EIA).

Las muestras de suero se diluyeron 1:4,000 con la solucion de buffer de
lavado. Se colocaron 100uL de las diluciones estandar, controles y
muestras, por duplicado en los pocillos designados. Se elabor6 a su vez una
curva de calibracion. La placa se incub6 a temperatura ambiente (20-25°C)
por 30 minutos. Posteriormente se lavd la placa 4-5 veces con solucion de
lavado (0.35 mL por pocillo) y se afiadieron 100 pL de solucion diluida del
conjugado. Se incub6 la placa a temperatura ambiente (20-25°C) por 30
minutos) y se volvié a lavar la placa. Después se afadieron 100 pL de
solucion substrato cubriendo la placa de exposicidén a la luz. Se incub6 la
placa por 5-10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C). Un color azul
indica reaccion positiva.

Finalmente se interrumpio6 la reaccion anadiendo 100 pL de la solucion
para detener “stop” y la reaccion de la mezcla cambio de azul a amarillo. Se
determinar la absorbancia con la lectura de la placa a 450 nm. Los
resultados se multiplicaron por 4 para obtener las concentraciones de suero

actuales en pg/mL (Millipore, 2011).
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6.3.3.4.4 Andlisis de enzimas hepaticas

Para descartar dafio hepatocelular se realiz6 la determinacion en suero
de las enzimas lactato deshidrogenasa, aspartato aminotransferasa y
alanino aminotransferasa LDH, AST Y ALT al inicio y al final del estudio. Se
determinaron por medio de un analizador bioquimico Vitros DTSC |lI
(Johnson-Johnson company) automatizado. Se colocaron 10 pL de suero de
cada una de las muestras de suero directas en el analizador y dependiendo

del caso se realizaron diluciones (Orthoclinical, 2011).

6.3.3.4.5 Urianalisis

Se utilizaron tiras reactivas para urianalisis COMBU® COBAS (marca
Roche). Las tiras contienen pruebas para la determinacion semicuantitativa
de glucosa, bilirrubina, cetonas, densidad, sangre, pH, proteinas,
uribilindbgeno, nitritos y leucocitos en orina. El resultado del test puede
proveer informacion acerca del estado del metabolismo de los carbohidratos,
funcién renal, funcion hepatica, equilibrio acido-base y bacteriuria (Cobas,
2011).

Para la recoleccion de la orina se colocaron a los animales al principio
y al final del estudio en jaulas metabdlicas durante 24 horas. Se utilizé la
orina fresca sin centrifugar. En cada muestra se colocaba la tira reactiva
brevemente (aprox. 1 segundo), mojando todas la zonas reactivas. Al cabo
de 60 segundos (para la zona de leucocitos, al cabo de 60-120 segundos),
se compararon los colores de reaccion de las zonas reactivas de la tira con
la escala de colores de la etiqueta y se asign6 el valor correspondiente
segun el valor del bloque cromatico mas parecido al color observado
(Fig.12). El andlisis se corrid por duplicado 6 triplicado Unicamente en los

casos que se dudara del resultado.
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Figura 12. Fotografias de: a) Jaula metabdlica con aditamento para la
recoleccién de orina, b) Utilizacion de tiras reactivas

6.3.5 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la media =+ DE. Para comparar las
medias se utilizo el test ANOVA seguido de prueba de Tukey para
diferencias significativas entre grupos. Se consider6 una diferencia
significativa para un valor de p<0.05. El estudio estadistico se llevé a cabo
con el programa SPSS version 15.0 (Statistical Package for the Social
Science Software). Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Los
valores de IC50 se expresan como la media + DE, fueron calculados a partir
de curvas dosis respuesta. El célculo de la IC50 de los datos se llevé a cabo
con el software PRISM version 4.02 para Windows (GraphPad Software, Inc.
San Diego, CA, USA).
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7. RESULTADOS

7.1 Fase 1. Elaboracion y analisis de extractos

7.1.1 Obtencién de extractos

Se realizaron primero los extractos de hexano, acetona y metanol de
forma secuencial; los rendimientos que se obtuvieron fueron 23.86+0.5 %,
6.26x 0.38 % y 3.76+0.85% respectivamente. El porcentaje de rendimiento

de los extractos (%RE) se calcul6 con la siguiente expresion:

Peso final del extracto seco
%RE= -----mmmmm e -- --- X 100
Peso inicial de la muestra seca

Con el extracto se acuoso se presentaron algunas complicaciones a la
hora de la filtracién ya que al tener mucilago y mezclarse con agua forma un
gel por lo que se utilizé tela de manta, posteriormente se realiz6 una
filtracion al vacio y finalmente se liofilizo. El rendimiento del extracto acuoso

fue el menor de todos los extractos con un 3.4+ 0.9%.

7.1.2 Pruebas fitoquimicas en extractos

En la tabla VI se muestran los resultados obtenidos de las pruebas
para identificacion preliminar de compuestos presentes en los extractos. En
el extracto acuoso se encontré presencia Unicamente de azucares, mientras
gue en el extracto metandlico se identific6 mayor nimero de compuestos
como oxidos fendlicos, azucares, esteroides, coumarinas, insaturaciones y
grupos carbonilo. En los extractos acetonico y hexanico se encontraron

presencia de insaturaciones y esteroides (Tabla VI).
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Tabla VI

Andlisis fitoquimico de los extractos de semillas de Salvia hispanica L.

COMPUESTOS EXTRACTOS PRUEBAS
Hexano Acetona Metanol  Agua
Alcaloides - - - - Dragendorff
Azucares - - W+ 5 Antrona
Oxidos fenolicos - - + - FeCl,
Coumarinas - - + - KOH
Sesquiterpenolactonas - - - - Baljet
Flavonoides - - - - Shinoda
Insaturaciones + + + - KMnO,
Saponinas - - - - Etanol y agua
Esteroides y terpenos + + + - Liebermann-
Burchard
Grupos carbonilo - - + - 2,4 —dinitro

Fenilhidracina

7.2 Fase 2. Pruebas de inhibicion de la actividad de la ECA | in vitro

7.2.1 Determinacion de la inhibicién de la ECA | en extractos acuoso,

metanadlico, acetonico y hexanico.

Se trabajéo primero en la técnica de estandarizacion con el control

captopril (inhibidor sintético de la ECA) usando la metodologia descrita por
Quiros et al. (2007), probando dosis de 5nM hasta 50nM. Se obtuvo un 50%

de inhibicién a 2.4 pug/mL (Figura 13).
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Figura 13. Determinacion de la IECAI del captopril

Posteriormente se determind si los extractos presentaban efecto de
inhibicion de la ECA I. En el extracto acuoso liofilizado (EAcCSSH) se
probaron concentraciones de 1 a 50 mg/mL, el extracto se solubiliz6 con
agua. Se encontrd que se presentd un 100% de inhibicién a 11.47 mg/mL y

un IC50 de 5.6 mg/mL. Los resultados se presentan en la figura 14.
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Figura 14. Determinacion de la IECA | en extracto acuoso
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En el extracto metandlico (EMSSH) se realizaron diferentes pruebas de
solubilizacion con metanol al 100% y 10% y con agua pura para determinar
si el solvente causaba inhibicion de la enzima y evitar falsos positivos. Se
compararon los resultados del blanco y control. Encontrando valores mas
altos de absorbancia con el metanol al 100%y con el metanol al 10% se
encontraron valores similares al blanco y el control que se realizé con agua;
por ello se decidid trabajar a esta concentracion realizando una curva de
calibracion partiendo de una concentracion de 12 mg/mL en donde se obtuvo
mas del 100% de inhibicion (Figura 15). Finalmente se encontré una
inhibicién del 100% a 150 pg/mL y un IC50 de 63 pug/mL.

150+
—e— 9% ECA
Lineal (% IECA)
5
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2
2
=
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R®=0.793
u ] ] 1 | |
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Microgramos/mL

Figura 15. Determinacion de la IECA | en extracto metandlico

El extracto acetonico (EASSH) se proceso de la misma manera que el
extracto metandlico, se realiz6 una prueba de inhibicibon de ECA | con
acetona al 10, 20 y 30%. Los valores de inhibicién de la enzima obtenidos en
el control y blanco fueron similares al encontrado con acetona al 20%, por lo
que el extracto fue disuelto a esta concentracion para su analisis.
Posteriormente se realizé una curva de calibracién con valores de 0.05 a 0.7
mg/mL, obteniendo un 100% de inhibicion a 493 pg/mL y un IC50 de 218
pg/mL. (Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de la IECA | en extracto acetdnico

Finalmente se analizo el extracto hexanico (EHSSH) el cual se proceso
de la misma manera que el extracto anterior, sin embargo se encontré que
en todas las concentraciones probadas inhibe la ECA por ello se utilizd
etanol al 20% para su disolucion probando que los controles y el blanco

dieran valores similares a los que se encontraron con agua.
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Figura 17. Determinacion de la IECA | en extracto hexanico
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En base a los resultados anteriores se realizo una curva de calibracion
de 0.1 a 2 mg/mL encontrando el 100% de inhibicion a 1.05 mg/mL y un
IC50 de 311.88. pug/mL (Figura 17).

Se realiz6 un célculo para obtener la cantidad de chia en miligramos
necesarios para obtener un IC50 en cada extracto, resultando 164.7, 1.67,
3.48 y 4.42 mg para el extracto acuoso, metandlico, acetdnico y hexanico,

respectivamente.

7.2.2 Inhibicién de la ECA en particiones del extracto metandlico

De las particiones del extracto metandlico, solo tres obtuvieron actividad
biolégica de IECA, cada particibn como se muestra en la figura 8 se
identificé con nimeros arabigos.

En el caso de la fraccién soluble en cloroformo, la fraccion 2 no se
encontr6 IECA. Sin embargo, se encontr6 IECA en el insoluble en
cloroformo [3] asi como en el soluble en agua [4] y en el insoluble en

acetona [4a).

120.00
100%
100.00

80.00
66.3%
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60.00

% IECA

40.00—

20.00—

5.4%

N\

Insoluble en Soluble en Soluble en
cloroformo agua acetona

Figura 18. Porcentajes de IECA en las particiones del

extracto metandlico en una concentracion de 1mg/mL
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En la figura 18 se observa el porcentaje de inhibicion de la IECA en una
concentracion de 1 mg/mL, donde se observa la fraccion 4a con mayor
actividad de inhibicion en comparacion con las otras particiones. De ésta
particion se calculd el IC50, obteniendo un valor de 100 pg/mL, encontrando
gue a mayor polaridad de los eluentes utilizados en las particiones, la IECA
se fue incrementando, es decir, existen compuestos polares con mayor

actividad para inhibir la ECA en el extracto insoluble en acetona (4a).

7.2.3 Cromatografia en capa fina de las particiones del extracto

metandlico con mayor actividad IECA

Se realizaron cromatografias para el analisis de los compuestos
presentes en las particiones del extracto metandlico con mayor actividad. En

la tabla VII se muestran los resultados.

Tabla VI
Resultados del analisis de las particiones del extracto metandlico con

actividad IECA por cromatografia en capa delgada.

Fraccién Eluente Sistema Rf Compuestos
revelador identificados
Insoluble en Cloroformo/ CoCl, 0.50,0.52, Mezclade5
cloroformo metanol 4:6 0.56, 0.74, compuestos: azlcares,
[3] 0.92 terpenos y compuestos
fenodlicos

Soluble en Cloroformo/ CoCl, 0.52,0.56, Se observan mezcla de
agua [4] metanol 4:6 0.74,0.92 4 compuestos:

azlcares, terpenos y
compuestos fendlicos.

Insoluble en Cloroformo/ CoCl, 0.50 1 compuesto

acetonal4a] metanol 4:6 identificado por
pruebas quimicas
como glucésido de
terpeno 0 glucésido
unidos a un compuesto
fendlico.

Como se muestra en la tabla VII, en la fraccion insoluble en cloroformo

[3] se encontraron diversos compuestos, utilizando como eluente el sistema
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cloroformo/metanol 4:6, los compuestos se observaron en manchas color
verde oscuro y morado con Rf de 0.50, 0.52, 0.56, 0.74 y 0.92 dando positivo
a las pruebas de Antrona, Lieberman-Buchard y Cloruro Férrico. Por otra
parte, la fraccion soluble en agua [4] se desplaz6 en cromatografia de
cloroformo/metanol 4:6, observandose a la luz UV una linea difusa color azul
con un Rf de 0.52 y revelada con CoCl, se observd una mancha verde
oscura de Rf de 0.50 casi igual que la anterior, con una pequefia cauda de
color verde oscuro probablemente impureza de la mancha anterior. De la
fraccion soluble en acetona [4b] se observaron 2 manchas de color verde
oscuro al revelarlas con CoCl, y con Rf de 0.52 y 0.56, ademés se
visualizaron otras dos con Rf de 0.74 y 0.92 de color morado rojizo. Mientras
que en la fraccién insoluble en acetona [4a] en el mismo sistema
Cloroformo/metanol 4:6 se logr6 obtener un compuesto mas puro, en la
figura 18 se observa en un circulo la Unica mancha verde oscura con un Rf
de 0.50 revelada con CoCl,, obteniendo un peso final de 13 mg con

consistencia aceitosa (Tabla VII).

a) Glucésido de terpeno
y glucosido unido a un
compuesto fendlico

by ¢ d

Figura 19. Cromatografia en placa fina de particiones de extracto metandlico con
IECA. a). Insoluble en acetona [4a], b) Soluble en agua [4], ¢) solucibn madre

soluble en acetona [4b], d) Insoluble en cloroformo [3].

Estos resultados revelan que la particibn que se realizdé del extracto

metandlico identificada como [4a] fue la que obtuvo mayor inhibicion de la
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ECA, ademas, se logré purificar mejor esta particion, ya que al revelar la
placa cromatografica, Unicamente se observdé una mancha (Figura 19),
resultando positivo a las pruebas de Antrona, Liebermann-Buchard y la de

Cloruro férrico en etanol (para oxidos fendlicos), es decir, presencia de

glucésidos de triterpenos o glucésidos unidos a compuestos fendlicos.

7.3. Fase 3. Obtencion de modelo de hipertension y bioensayo

7.3.1 Modelo de hipertension

En la tabla VIII se muestra los resultados de los modelos que se probaron.
Tabla VIII

Modelos de ratas con hipertension inducida

Método Descripcion Tiempo Resultado Referencia
Fructosa al Administracion 30 dias No se logré Dai &
10% oral de fructosa obtener ratas con McNeill,
al 10%. hipertensién 1999.
Extraccibn de un 14 dias  Se obtuvo la Dussaule et
Hipertensién rifién, se colocd hipertensién enla al., 1986.
renovascular un clip en la primera semana  Dogdrell &
1K1C arteria renal del con cifras de Brown, 1998.
rifidn restante PAS de 145-150
disminuyendo el mmHg, con un
flujo sanguineo. 50% de
mortalidad
Hipertension  Un rifidn 7 dias La hipertension Abdulazeez
renovascular permanece se logré en la et al., 2010.
2K1C intacto y en el primera semana
contralateral se con cifras de
coloca un clip en PAS de 145-150
la arteria renal. mmHg, con un
50% de
mortalidad
L-NAME Administracion 14 dias  Se logro Biacardi et al,
(N-nitro de L-NAME via aumento de la 2007.
arginina metil oral (20y 60 PAS arriba de
ester) mg/kg/d). 150 mmHg.

De acuerdo a los resultados anteriores, se seleccion6 el cuarto modelo

de induccion con L-NAME, ya que se desarroll6 la hipertension en todas las
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ratas obteniendo cifras elevadas por arriba de 150 mmHg después de la
segunda semana de administraciéon del medicamento con una dosis de 40

mg/kg/d via oral.

7.3.2 Bioensayo

Para el bioensayo se selecciond el extracto metandlico por su mayor
inhibicién frente a la ECA | in vitro en comparacion con los otros extractos

(acuoso, acetonico y hexanico).

7.3.2.1 Prueba piloto para determinar la dosis del extracto

Se realiz6 una prueba piloto para determinar la dosis del extracto
metandlico (200, 400 y 600 mg/kg/d) durante una semana encontrando
mayor reduccion en la PAS en una dosis de 400 mg/kg/d.

7.3.2.2 Efecto de los tratamientos en la presion arterial

Los animales experimentales al inicio del estudio presentaron valores
de presion arterial sistolica en promedio de 100.0 £7.55 mmHg y para la
segunda semana de la etapa 1 las cifras de la presion arterial se elevaron en
las ratas que se les indujo la hipertension con L-NAME, obteniendo un
promedio por grupo después de la distribucion de: 158 + 19.3 mmHg grupo
captopril, 155.8 +13.7 mmHg en el grupo del EMSSH y 157.7+18.6 mmHg
para el grupo control negativo con hipertensiéon (Tabla 1X). El grupo sano se
mantuvo durante el estudio con una PAS promedio de 97.9 + 8.6 mmHg
(Figura 20).
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Tabla IX
Efecto de los tratamientos en la PAS (mmHg) en la etapa 1 Pre-tratamiento.

Etapa 1 Pre-tratamiento

GRUPOS Semana 1 Semana 2
1 Sano 100.3+15.2° 98.6+9.0°
2  Captopril 98.4+5.8° 158.04+19.3%
3 EMSSH 100.1+7.82 155.8+13.72
4  Control 102.5+7.72 157.7+18.6%
L-NAME

Valores reportados como medias = DE para cada tratamiento.

Superindices indican diferencias estadisticamente

La presion se tomo diariamente 1 hora después de la administracion de
los tratamientos. En la primera semana de la etapa 2, tras la administracion
de los tratamientos se obtuvo una reduccién de la PAS de 17.2 mmHg en el
grupo 3, 56.8 mmHg para el grupo 2 y un aumento de 14.9 mmHg en el

grupo control con hipertensién (Tabla X).

Tabla X
Efecto de la administracion de los tratamientos en la PAS (mmHg) en la

etapa 2

Etapa 2 Administracion de tratamientos

GRUPOS
Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6
1 Sano 95.7+10.5% 105.0+10.62 107.9+12.0*® 103.2+8.52
2 Captopril 98.9+20.4% 110.7+23.9° 97.2+22.0° 112.0+12.3°%
3 EMSSH 138.6+20.9° 153.6+24.2°  129.7+19.8° 143.1+10.8°
Control L- c b c c
4 NAME 172.6+18.0 174.4+14.7 197.9+27.0 203.1+17.6

Valores reportados como medias + DE para cada tratamiento. Superindices indican

diferencias estadisticamente significativas p<0.05.
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En las siguientes semanas se observaron cambios en la presion en el
grupo del extracto metandlico, en la semana 5 se observd una diferencia
significativa del grupo 3 (p<0.05) con respecto al grupo captopril y al grupo
control hipertenso, logrando una reduccién de 26.1 mmHg.

Mientras que en la Ultima semana la presion llegé a 143.1+10.8 mmHg
logrando una reduccién de la presion arterial del inicio de la etapa 2 al final
de un 8.21%; y una diferencia significativa con respecto al grupo control con
L-NAME (p<0.01). El grupo control con hipertensién mostré las cifras mas
elevadas en la PAS al finalizar el estudio con 203.1+17.5 mmHg.

En el caso del control positivo (captopril) el comportamiento en la PAS
fue significativo (p>0.05) con una reduccion de 28.06% desde el inicio de la

etapa 2 hasta el final (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la PAS en las

diferentes semanas de experimentacion
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En la figura 21 se muestran los valores promedio de la PAS al finalizar
el tratamiento en cada uno de los grupos, de los cuales los grupos 1y 2 no
presentaron diferencias significativas entre si, mientras que el grupo 3 tuvo
diferencias significativas con respecto al grupo 4 (p< 0.05). El grupo control 4
presentd las cifras mas elevadas de PAS mostrando diferencias

significativas con todos los grupos.
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Grupos

Figura 21. Efecto de la PAS al final del estudio en los diferentes
grupos experimentales. Valores reportados como medias + DE para
cada tratamiento. Superindices indican diferencias estadisticamente

significativas p<0.05.

7.3.2.3 Variacion en peso en los sujetos de estudio

Al inicio del estudio los animales en promedio pesaron 238.34 + 19.7q,
como se observa en la figura 22. Al finalizar el estudio en promedio las ratas
tratadas con L-NAME pesaron en promedio 254.55 + 25.9 g, es decir un
incremento de un 9.2%, mientras que la media en el grupo sano fue

286.02+24.5 g, con un 16.6% de incremento respecto al inicio. (Figura 22).
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El cambio en el peso fue un poco menor en los grupos con L-NAME en
comparacién con el grupo sano, sin embargo esas diferencias no son
estadisticamente significativas. Los animales siempre se mostraron sanos y
cualquier cambio en el peso que repercutiera en el estado de salud del
animal se analizaba para determinar si ese animal debia excluirse de

acuerdo a los criterios eliminacion que se plantearon.
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Figura 22. Efecto del peso corporal de las ratas en los diferentes

tratamientos durante el estudio.

7.3.2.4 Andlisis de parametros bioquimicos

Los parametros bioquimicos como triglicéridos, colesterol LDL,
colesterol total y proteina C reactiva se analizaron al final de la etapa de
induccion y al final de la etapa 2. En la tabla XI podemos observar las

diferencias en los valores de estos parametros en cada uno de los grupos.
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No existieron diferencias significativas en los grupos tras administrar los
diferentes tratamientos. Las ratas hipertensas iniciaron con cifras de
colesterol total en promedio de 117.92 mg/dL + 28.16, mientras, el control
sano inicio con valores de 104.64 mg/dL+41.6.

Tabla XI

Efecto de los diferentes tratamientos sobre colesterol total, LDL, triglicéridos
y proteina C reactiva

. ] . , c 3 Grupo 4
] rupo rupo rupo Control
Parametros Sano Captopril EMSSH L-NAME

bioguimicos

Colesterol  Inicio  104.64+41.6 131.92+14.6 120.40+17.6 103.22+39.3

total
(mg/dL) :
Fin 97.92+47.0  119.57+11.9 114.37+17.2 113.00+5.8
Inicio  101.57+70.1* 96.8 +38.4% 108.62+86.9° 182.05+8.4°
Triglicéridos
(mg/dL) .
Fin 08.92 +48.0° 111.42+29.3* 68.56 +29.8% 198.56+41.6"
Inicio 24.44+8.7 32.94+55 32.0549.1 26.42+8.2
Colesterol
LDL Fin 21.45+8.5 27.6+3.6 28.21+6.8 29.92+7.6
(mg/dL)
Inicio  486.66+30.4 508.95+28.0 503.59+29.9 501.56+ 5.3
PCR
(Mg/mL)

Fin 499.02+ 28.2 511.38+ 28.4 503.68+£28.2 502.52+27.8

Valores reportados como medias + DE para cada tratamiento. Superindices indican

diferencias estadisticamente significativas p<0.05.

En la figura 23 se observan niveles de colesterol total en cada uno de
los tratamientos al final del estudio, en la cual al igual que el inicio se
observa una diferencia entre los grupos con L-NAME, en donde el grupo 2
(captopril) present6 cifras mas elevadas en comparacién con el grupo 3y 4,
sin embargo no existe diferencia entre estos grupos ni tampoco de estos con

el grupo sano.
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Figura 23. Efecto de los diferentes tratamientos en los

niveles de colesterol total al inicio y final de la etapa 2.

Los resultados de las medias de los niveles de triglicéridos en los
grupos se muestran en la tabla XI, en la cual se observa que los grupos 2y
3 tienen valores similares al inicio incluso en comparacion con el grupo sano,
a diferencia del grupo 4 que muestra valores mas elevados, sin embargo,
estadisticamente no existe diferencia significativa entre los grupos (Figura
24).

300.00

200.00

=
K]
°
o
£
=
[%2]
o
S 100.004
=
©
L
=
=
Il GRUPO 1 SANO
0.00 [ GRUPO 2 CONTROL

CAPTOPRIL
O GRUPO 3 EXPERIMENTA
CHIA

L ] GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION

-100.00

I I
Etapa 2. INICIO Etapa 2. FIN

Figura 24. Efecto de los tratamientos en cada uno de los
grupos sobre los niveles de triglicéridos al inicio y final de

la etapa 2.
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En la tabla Xl, se muestran los valores iniciales de colesterol LDL en las
ratas hipertensas, en promedio estas cifras fueron de 30.36 + 8.07 mg/dL,
mientras que para el grupo sano fue de 24.44 + 8.7 mg/dL, es decir, no se
observo diferencia significativa entre los grupos tratados con L-NAME ni de
estos con respecto al grupo control sano. Al finalizar el estudio el
comportamiento fue similar, los valores en el grupo sano si fueron menores
en comparacion de los grupos 2, 3 y 4, pero dicha diferencia no es
significativa. Ademas al hacer comparaciones de inicio y fin en cada grupo
tampoco no se presentaron diferencias significativas. Es decir los
tratamientos con L-NAME, no afectan de manera en este estudio el perfil de

lipidos auin tampoco el captopril y el EMSSH (Figura 25).
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Figura 25. Efecto del extracto metandlico de semillas de chia en
el perfil de colesterol LDL al inicio y final de la etapa 2. No existe
diferencia significativa entre los grupos.

De acuerdo con los resultados que se muestran en la tabla XI, los
valores iniciales de proteina C reactiva (PCR) en las ratas hipertensas son
relativamente similares al grupo control sano, aunque menor, la diferencia
tampoco fue significativa. En promedio las ratas con hipertension inducida

presentaron valores en promedio de 504.51+26.7ug/mL, mientras que el

66



grupo sano inicié con una media de 486.66+30.4 ug/mL, como se observa
en la tabla XI.

Los valores de PCR al finalizar el estudio no se modificaron, como se
observa en la figura 25, los valores fueron similares tanto en los grupos
control como en el grupo del extracto de chia. La media del grupo sano fue
de 499.02+ 28.2 ug/mL, mientras que el grupo 3 (EMSSH) de 503.68+28.2
pg/mL

En resumen, el L-NAME no incremento los niveles de PCR enlos 2, 3
y 4 y tampoco se presenté una evidencia de reduccion de esta variable al

finalizar el estudio tras la administracion del EMSSH en el grupo 3 (Fig. 26).
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Figura 26. Efecto de los diferentes tratamientos en los niveles de PCR.

7.3.2.5 Uriandlisis

Las pruebas que se analizaron fueron densidad, valor de pH, leucocitos,
nitrito, proteina, glucosa, cetona, urobilindbgeno, bilirrubina y sangre
(COMBUR10 Test® Roche, Alemania). De acuerdo a la escala cromatica
proporcionada por el proveedor, los resultados al inicio indicaban un buen
estado de salud de las ratas.
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Tabla XII

Efecto de los tratamientos en el urianélisis al final del estudio

Pardmetro Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Sano Captopril Exp. Chia Ctrl HTA
Densidad* 1.023 £ .004 1.02 + 0.008 1.02+ 0.008 1.02 + 0.002
pH* 5.75 +£0.46 6.12+1.24 6.0 £ 0.53 5.87 £+ 0.35
Leucocitos Negativo (8) Negativo(8) Positivo (6)**  Positivo (6)**
Nitritos Negativo (8) Negativo (7) Negativo (8) Negativo (8)
Proteina Positivo (8) Negativo(8)**  Paositivo (8) Positivo (8)
Glucosa Normal (8) Normal (8) Normal (5) Normal (6)
C.cetonicos Negativo (8) Positivo (8)**  Negativo (8) Negativo (8)
Urobilinbgeno  Normal (8) Normal (8) Normal (8) Normal (8)
Bilirrubina Negativo (8) Negativo (8) Negativo (8) Negativo (8)

*Valores expresados en promedio + D.E. *Valores no significativos p<0.05. **Diferencias
entre grupos. Letras con negritas significan diferencias al inicio y final. Ndmeros entre

paréntesis significa el niUmero de casos que se presentaron en cada grupo n= 8 ratas.

Los resultados al final del estudio se muestran en la tabla XII, en la cual
se observa un comportamiento normal en la mayoria de los pardmetros sin
diferencias significativas entre grupos ni en comparacion con el inicio como
en la densidad, pH y tampoco diferencias cualitativas en urobilindgeno,
bilirrubina, nitritos y glucosa.

Por otro lado, al final del estudio el grupo captopril dié positivo en la
prueba de cuerpos cetbnicos, sin embargo, se ha reportado que el captopril
y sus derivados pueden presentar interferencias con esta determinacion

mostrando falsos positivos.
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7.3.2.6 Andlisis de enzimas hepaticas

En este andlisis se determinaron las concentraciones séricas de ALT,
AST y LDH, en la tabla Xlll se muestran los valores al inicio y al final del

estudio en cada uno de los grupos.

Tabla Xl

Efecto de los tratamientos en los niveles de ALT, AST y LDH

Grupo 4
. Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Parametro X Control
Sano Captopril EMSSH L-NAME
ALT Inicio  171.0+82.6  94.28+36.0 88.7+16.3 107.5+72.2
U/L
Final  9157+18.0*° 145.0+11.8° 113.3+23.1* 92.1+19.5°
Inicio  194.28487.5 263.57+86.9 254.5+99.6 255.0+152.0
AST
U/L .
Final  330.16+32.9 329.71+52.6 257.0+41.1 306.3+97.1
Inicio  8,58+8.4 7.76.0+8.5 7.63+£8.4 8.1149.0
LDH
U/mL )
Final 15098+2.8 15.620+2.8 13.61+5.1 15.31+.5.9

Valores reportados como medias + DE para cada tratamiento. Superindices indican
diferencias estadisticamente significativas p<0.05.

El valor de ALT al inicio en promedio en las ratas fue de 100.23 + 55.6
U/L, es decir los grupos fueron homogéneos al iniciar el estudio, evaluados
mediante la prueba de Levene y no se diferenciaron del grupo sano (Tabla
XI11).

El analisis de los niveles de transaminasas (ALT Y AST) después del
tratamiento experimental con el EMSSH no evidencié cambios sustanciales,
en ninguno de los grupos se identificaron elevaciones de dos veces mas que
los valores del grupo basal. No obstante, los niveles mas altos de ALT se

observaron en el grupo que recibié captopril (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto de los tratamientos en los niveles de transaminasas
(ALT y AST) al finalizar el estudio. Valores reportados como
medias+DE para cada tratamiento. Superindices indican diferencias

estadisticamente significativas p<0.05.

Los valores de LDH al finalizar el estudio se elevaron al doble en los
cuatro grupos, encontrando diferencias significativas al inicio y al final del
tratamiento en cada grupo (Fig. 28). Sin embargo, a pesar de no existir
diferencia significativa entre los grupos al finalizar, en el grupo del EMSSH

se observaron cifras menores en comparacion de los grupos control.
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Figura 28. Efecto de los tratamientos en los niveles de LDH
al finalizar el estudio. Valores reportados como medias + DE
para cada tratamiento. Superindices indican diferencias

estadisticamente significativas p<0.05.
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8. DISCUSIONES

La hipertension es una de las causas mas comunes de riesgo
cardiovascular y esti asociada a otras co-morbilidades como la obesidad y
diabetes. Actualmente se han investigado compuestos bioactivos presentes
en diversos alimentos con actividad biolégica, como el caso de la Salvia
hispanica L., que actualmente ha despertado el interés por sus propiedades
cardioprotectoras, entre ellas el efecto hipotensor, y aunque sus propiedades
se conocian desde las culturas prehispanicas, estas propiedades no habian
sido confirmadas en estudios cientificos. En funcion de establecer bases
cientificas para el uso de esta semilla como coadyuvante en el tratamiento y
prevencion de la hipertension, se decidié evaluar el efecto de inhibicién de
ECAI in vitro de extractos de semillas de chia, e identificar aquel con mayor
inhibicion para después probarlo en ratas hipertensas, asi como analizar los
compuestos responsables y sus efectos tras administrar el extracto por via
oral durante 4 semanas sobre el perfil de lipidos, proteina C reactiva, el
estudio parcial de orina (uriandlisis) y el analisis de las enzimas ALT, AST y

LDH como monitoreo de dafio hepatico.

8.1 Fase 1. Elaboracién y analisis de extractos

8.1.1 Anélisis de los extractos

En una primera fase se logré obtener los cuatro extractos. Con el fin de
obtener compuestos de diferentes polaridades se trabajo con hexano,
acetona. metanol y agua. A mayor polaridad menor fue el rendimiento
obtenido, esto confirma lo que se ha reportado en literatura, es decir la
riqgueza de esta semilla en compuestos insolubles en agua entre ellos acidos
grasos, esteroles y terpenoides (Reyes et al, 2007; Topcu et al, 2007).

Con pruebas fitoquimicas se detectd en el extracto acuoso, la presencia
de azucares. La semilla de chia contiene principalmente en la capa externa
de la semilla un mucilago, el cual provoca un aumento de tamafio cuando se

sumerge en agua, este hecho complicé el manejo del extracto acuoso antes
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de liofilizarlo. En este mucilago gelatinoso han sido identificados
xilosa, glucosa y acido metil glucurénico (Bushway et al, 1984; Reyes et al.,
2007; Weber et al., 1991).

A diferencia del extracto acuoso, en el extracto metandlico se encontro
bajo rendimiento pero mayor variedad de compuestos como se muestra en
la tabla VI.

Reyes et al. (2007) encontraron en las semillas de Salvia hispanica L.
presencia de compuestos fendlicos confirmando el estudio de Taga et al.
(1984) quienes por primera vez reportaron presencia de quercetina,
mircetina, kaempferol, glucésidos flavonoides; y en menor concentracion
acido clorogénico y cafeico. Estas sustancias por su capacidad antioxidante
ayudan a mantener mas estable la composicion lipidica de la semilla y que
su aceite no se enrancie a lo largo del tiempo. Por otra parte Topcu et al.
(2007) reportaron presencia de terpenoides en un andlisis de un grupo de
plantas de la familia de la Salvia, sin embargo, este estudio se realiz6
Gnicamente en la parte aérea y las raices de la planta, confirmando con este
trabajo que estos metabolitos también se encuentran en esta semilla, la cual
pertenece a la misma familia.

Cabe sefalar que la especie vegetal del presente estudio pertenece a la
familia Lamiaceae, aunque tradicionalmente es considerada como grano, no
pertenece a la familia Gramineae, en la cual la mayoria de los cereales son
clasificados. En esta misma familia se encuentran las especies vegetales de
la Satureja obovata (ajedrea), la Orthosiphon aristatus (bigotes del gato) y la
Salvia scutellarioides (mastranto) que en su composicion fitoquimica también
presentan triterpenos, lignanos y flavonoides (Matsubara et al., 1999;
Ramirez , Palacios y Gutiérrez, 2006; Sanchez et al., 1996). La presencia de
glucosidos, terpenoides, oOxidos fendlicos (quercetina, mircetina),
insaturaciones (&cido linolénico) han sido implicados en actividades
hipotensores de muchas plantas y semillas (Cheng et al., 2009; Guang et
al., 2009; Taylor et al., 2001)

Los extractos acetonico y hexanico dieron positivo a las mismas
pruebas (esteroides, terpenos e insaturaciones); es importante hacer

hincapié en la consistencia aceitosa de estos extractos, confirmando la
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presencia de insaturaciones y esteroides, metabolitos que se han reportado
en esta semilla (Ayerza, 2009; Ayerza & Coates, 2006).

8.2 Fase 2. Pruebas de inhibiciéon de la actividad de la ECA | in vitro

8.2.1 Inhibicién de la ECA | en extractos

Los resultados nos muestran datos evidentes de inhibicion de la
actividad enzimatica de la ECA | en los cuatro extractos, y en todos se
encontré un efecto dosis dependiente y de forma lineal, aunque existen
diferencias en cuanto a la composicion del tipo de metabolitos presentes en
cada una de los extractos. El extracto metanolico generé mayor actividad
anti-ECA, éste contiene compuestos que podrian estar generando mayor
actividad anti-ECA ya sea de forma individual 6 sinérgica.

Para identificar los compuestos presentes en el extracto metandlico se
obtuvieron particiones de diferente polaridad. La fraccion insoluble en
acetona contenia glucosidos de triterpenos & glucésidos unidos a
compuestos fendlicos y presentaba mayor actividad; sin embargo, se
requieren mas estudios para identificar con precisibn los compuestos
presentes en esta particion. Como se muestra en la figura 18, ninguna de las
fracciones aisladas tuvo el mismo efecto (IC50), que tuvo el extracto
metandlico completo, esto hace suponer que existe un efecto sinérgico entre
algunos de los compuestos presentes en el extracto, principalmente entre los
metabolitos presentes en la particion insoluble en acetona del extracto
metandlico.

Se ha documentado efecto anti IECA in vitro e in vivo de compuestos
aislados de algunos alimentos como chocolate, café, té verde, en particular
glucdsidos fendlicos (quercetina, mircetina, kaempherol) su presencia en el
extracto metandlico podria explicar la observacion de reduccion de la
presion arterial (Basu & Lucas, 2007; Diebolt et al 2001). Existen diferentes
propuestas sobre el mecanismo de inhibicibn de estos compuestos, se

describe que su estructura fendlica inhibe competitivamente, alterando su
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funcién por aglutinacion (Arenas et al., 2009). En otros estudios se ha
demostrado una inhibicion no competitiva de la actividad in vitro, es decir,
tanto el sustrato como el inhibidor (tanino) se unen a la enzima
simultdneamente y de forma reversible. Por otro lado, Liu et al. (2003)
probaron que el efecto inhibitorio puede explicarse por el secuestro del Zn2+
por los taninos; esto se probd por la teoria que la ECA es una
metaloproteinasa dependiente de Zn**, y que los compuestos quelantes de
metales no especificos también pueden presentar un efecto IECA (Liu et al.,
2003). También destaca el hecho que los grupos hidroxilo presentes en los
compuestos fendlicos establecen una interaccion tipo puente de hidrégeno
con ciertas secuencias ricas en prolina presentes cerca del sitio activo de la
ECA (Kaushik & Bhat, 2003; Simon et al., 2003).

En el 2009, Arenas et al., estudiaron el efecto in vitro de un extracto de
Salvia scutellaroides en la inhibicion de la ECAI. En este estudio
demostraron la interaccion de los taninos con el sitio catalitico de la ECA |,
apoyando la propuesta de relaciones alostéricas que afectan la
conformacioén de la proteina y su interaccion con el sustrato. Algunos de los
compuestos del extracto de Salvia scutellaroides coinciden con los
reportados en el extracto metandlico del presente estudio como Oxidos
fendlicos, glucésidos y cuomarinas.

Otros autores han reportado un efecto de IECA | por la presencia de
triterpenos principalmente en familias de la Salvia (S. ampexicaulis, S.
elegans, S. syriaca L. y S. amplexicaulis L) y en la familia de las Lamiaceas
como Salvia miltiorrhiza; a la cual se le han atribuido propiedades
hipotensoras (Topcu, 2006). Kang et al. (2003) aislaron un terpeno presente
en esta planta (Salvia miltiorrhiza ) conocido como &cido litospérmico B, el
cual tiene valores de IC50 de manera dosis dependiente de 86 pg/mL, valor
superior al obtenido en la presente investigacion, es decir el extracto
metandlico posee mayor actividad anti-ECA.

Las semillas de Salvia hispanica L. comparten los efectos hipotensor y
de inhibicion de la ECAI reportados en plantas de su misma familia, como es
el caso de la Salvia scutellaroides. Ademas el EMSSH posee compuestos
gue se han aislado de otros alimentos a los cuales también se les ha
comprobado su efecto anti ECA | in vitro. Sin embargo es prematuro concluir
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con estos resultados quienes son los responsables del efecto, lo que se
deduce a partir de los datos obtenidos es que existe un evidente efecto de
sinergia entre los componentes, es decir la combinacién de los metabolitos
principalmente glucésidos de triterpenos y glucosidos unidos a compuestos
fendlicos pudieran estar inhibiendo la enzima, un posible mecanismo es que
estén inhibiendo en un lugar diferente al sitio catalitico, ya que al no ser
estructuras proteicas podrian estar provocando cambios conformacionales
de la estructura proteica de la enzima que resultan de las interacciones de
los dominios N y C presentes.

De esta manera se estan aportando las primeras evidencias sobre el
grupo de metabolitos que generan este efecto en la semilla de chia y que
posiblemente actiien como principios activos en la actividad hipotensora de

este extracto en el modelo de induccion de hipertension que se estudio.

8.3 Fase 3 Obtencion de modelo animal y bioensayo

8.3.1 Modelo animal de hipertension

Se probaron cuatro modelos de animales, 2 modelos de hipertension
renovascular, el modelo de fructosa y el de L-NAME para inducir la
hipertension como se muestra en el resumen de la tabla VIII, resultando éste
altimo, el més viable en nuestras condiciones de estudio, técnicamente mas
sencillo y con menor mortalidad (Doggrell & Brown, 1998). Con una dosis de
60 mg/kg, obtuvimos en 12 a 14 dias la mayor elevacion de la presion
arterial en comparacion con la dosis de 20 mg/kg/d reportada por Biacardi et
al. (2007). Existen diversos estudios con este inhibidor, y las dosis que se
han reportado son desde 10 mg/kg hasta 50 a 100 mg/kg, con diferencias en
los tiempos de obtencién de la hipertensién, pero en nuestra experiencia en
dosis mayores a 20 mg/kg por via oral la presion se empieza a elevar por
arriba de 130mmHg a partir de los primeros 7 dias y con PAS de 150-
170mmHg a los 12 a 14 dias; sin embargo, no se aumentd de manera

uniforme la presion en todas las ratas.
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Se sabe que el L-NAME es un inhibidor irreversible de la enzima 6xido
nitrico sintetasa (NOS) encargada de la produccion de éxido nitrico en el
endotelio a partir de la L-arginina. La inhibicion de la NOS disminuye la
produccion de oOxido nitrico (NO), favorece la vasoconstriccion, ocasiona
aumento de la liberacién de renina e hipertension. También se ha observado
en este modelo la disminucion de la tasa de filtracibn glomerular,
caracteristicas que también han sido descritas en la hipertension primaria o
esencial de los seres humanos (Biancardi hipertension arterial (Doggrell &
Brown, 1998; Ramirez et al., 2006; Ribeiro et al.,, 1992). et al., 2007;
Sekiguchi et al., 2001).

Una caracteristica distintiva del modelo de L-NAME es el mayor grado
de fibrosis cardiaca y arterioesclerosis en comparacion con otros modelos de
hipertension (Bernatova et al.,, 2002). Ademas, este modelo también se
caracteriza por desarrollo de hipertrofia cardiaca y dafo renal evidenciado
por isquemia renal, alteraciones en la excrecion de sodio, incremento de la
resistencia renovascular, entre otras (Jover, 2001; Nguelefack-Mbuyo et al.,
2010).

En resumen es un modelo que presenta mucha similitud con la
hipertension arterial sistémica que se presenta en humanos, porque ademas
de los incrementos en la PA genera dafios a 6rganos blanco; por tal motivo
es un modelo que se ha utilizado frecuentemente en la investigacion de
compuestos y plantas con accion hipotensora y de inhibicion de la ECA
(Jover & Mimran, 2001; Ramirez et al., 2006; Torres, 2002).

8.3.2 Bioensayo

8.3.2.1 Analisis del efecto del EMSSH sobre la PAS en el modelo

animal de hipertensién

Con el fin de validar el efecto hipotensor de las semillas de Salvia
hispanica L. in vivo, se administré el extracto metandlico en animales con

hipertension inducida (L-NAME) durante 6 semanas.
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En la literatura consultada se ha reportado que la hipertension se
induce en una dosis de 20-40 mg/kg/d en un periodo de 7 dias (Arnal, Warin
& Michel, 1992; Biancardi et al., 2007), sin embargo, en la prueba piloto del
bioensayo, la PAS se increment6 en la segunda semana es decir entre los
dias 12 y 14, con un incremento de 55%, de esta forma se consideraron
hipertensas las ratas que presentaron PAS igual o superior a 150 mmHg.
Los valores de referencia para ratas sanas se compararon con datos de
diferentes investigaciones, algunos autores mencionan valores de presion
arterial sistélica promedio en ratas sanas de 110 mmHg (Farris & Griffith,
1996). En trabajos efectuados en ratas de la misma especie en el
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina (UANL) se
identificaron valores de presién arterial sistolica promedio de 100-115 mmHg
(Guzman, 2011). Mientras que los valores maximos reportados en ratas
hipertensas con L-NAME varian entre 170 a 200 mmHg a partir del dia 7
(Biancardi et al., 2007). Otros autores mencionan que la hipertension se
logra a partir de la cuarta semana (Arnal et al., 1992; Bernatova et al., 2002).
Cabe destacar que a pesar de que estos estudios se realizaron en la misma
raza, existen siempre distintos factores que pueden provocar cambios en la
PA de las ratas; como el ambiente y las condiciones de manipulacién, tipo de
dieta, clima, zona geografica, entre otros. Por ello fue determinante
establecer con la prueba piloto en cual semana las ratas serian hipertensas
ratas y a partir de esto, cuando se administraria el extracto asi como, la
duracion del tratamiento.

Las cifras de PAS se tomaron en ratas conscientes pues la anestesia
disminuye la PA (Biacardi et al., 2007), ademas para evitar alguna
interaccion de la anestesia con el extracto, evitando alteracion en los
resultados.

El efecto del captopril sobre las ratas, ya ha sido reportado en otros
estudios utilizando una dosis de 50mg/kg, debido a que es un potente
inhibidor de la ECA | con un IC50 de hasta 0.02 umol. (Fujita & Yoshikawa,
1999). Como se explicé anteriormente en la Figura 20, la mayor disminucion
de las cifras de la PA se obtuvo cuando se administré 50 mg/kg de captopril

en el grupo 2.
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En el caso del EMSSH en dosis de 400 mg/kg/dia, presentd un efecto
hipotensor a nivel de la PAS a lo largo del tratamiento con reducciones
significativas en la primer semana del tratamiento de un 11.03%, 16.75% en
la tercera semana y un 8.15% en la dltima; aunque en la ultima semana
fuera menor con respecto al inicio esta disminucién es significativa con
respecto al grupo control con hipertension L-NAME. No obstante, la
reduccion del EMSSH en la PAS fue menor en comparacion del farmaco
(captopril), es evidente que el extracto tiene una accién sobre la presion
arterial y que uno de los mecanismos por los que se genera pudiera ser por
una inhibiciébn de la ECA |, efecto que se comprobd in vitro en esta
investigacion.

En cuanto al poder de accién de los inhibidores naturales de la ECA
existe disparidad de opinion entre los autores por el valor de IC50 adecuado
para que un compuesto realmente ejerza su actividad antihipertensiva in
vivo. Algunos autores defienden que los valores deben estar comprendidos
entre 100 uM y 500 uM en compuestos aislados para poder ejercer efecto
fisiologico. Por el contrario, otros lo limitan a valores < 100 pM. Sin
embargo, dependera de diversos factores para asumir que la potencia
antihipertensiva in vivo asi como la eficacia in vitro para inhibir la ECA
(Fujita & Yoshikawa, 1999; Miguel et al., 2005). Aunque el EMSSH tuviera un
menor IC50 en comparacion de otros extractos, hay que tener en cuenta
gue los compuestos no se encuentran aislados, existen diversos compuestos
presentes en el extracto como coumarinas, terpenoides, glucdsidos,
compuestos fendlicos, insaturaciones, grupos carbonilo a los cuales se le
podria atribuir dicho beneficio ya que de manera in vitro se demostro en
base a los resultados obtenidos que podrian estar actuando de forma
sinérgica.

El estudio de plantas medicinales y alimentos funcionales con efecto
hipotensor desarrollado en modelos preclinicos y clinicos muestran
constituyentes quimicos responsables del efecto hipotensor e inhibicion de
la ECA 1. Algunos de ellos son derivados de compuestos fendlicos,
saponinas esteroidales, terpenos, glucésidos, entre otros; estos metabolitos
secundarios se encuentran en abundante cantidad en la especie vegetal

evaluada (Martinez et al., 2002; Rojas, Palma & Quintana, 2006; Somova et
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al., 2003). Por ejemplo, la eficacia de la suplementaciéon de quercetina, el
cual es uno de los principios activos presentes en la chia y responsables de
la actividad hipotensora de la cebolla. Con este compuesto se demostro que
la suplementacion de 730 mg (quercetina) en pacientes con hipertension,
redujo 7 mmHg la PAS y 5mmHg la PAD; en el cual demostraron que el
principal mecanismo de accion de este compuesto es por la IECA I, la cual
reduciria en teoria la produccion de angiotensina Il (Chen et al., 2009). Otro
compuesto fenodlico que se ha reportado en la chia es el kaemferol,
Olszanecki et al (2008) reportaron que 100umol/l es la concentracion
necesaria de este compuesto para inhibir el 46% de la actividad de la ECA.
En el caso de algunos triterpenos con efecto IECA se podria citar varios
como los presentes en la Olea europea L. (olivo), planta que se usa
ampliamente en la medicina tradicional como diurético, antihipertensivo,
emoliente, entre otros efectos hipoglucemiantes han sido bien
documentados. Algunos investigadores han estudiado algunos compuestos
aislados como es el caso del glucésido oleuropeina, asi como los triterpenos
acido ursolico y oleanico a los cuales se han demostrado su efecto
hipotensor asi como accién antiarritmica. Incluso se han aislado compuestos
de la hoja de oliva, conocido como secoiridoide oleaceina, con efecto de
inhibicién de la ECA. (Hansen et al., 1995; Morigiwa et al., 1986).

Otros los posibles compuestos con efecto mediador son los é&cidos
grasos insaturados presentes en abundancia en la semilla de chia,
principalmente los omega 3. Al acido linolénico se le han atribuido
propiedades antihipertensivas y aunque se han propuesto diversos
mecanismos de accion, como antiinflamatorio. Ogawa et al. recientemente
demostraron el efecto del &cido linolénico en ratas espontaneamente
hipertensas en la IECA | a nivel de la aorta asi como la disminucion en la
expresion del mRNA de la ECA en la aorta principalmente asi como en
corazon, pulmon, higado y rifion (Ogawa et al., 2009).

Lo anterior explica que existen compuestos de la misma naturaleza
quimica a los que se encontraron en este estudio en el extracto metandlico,
con efecto de inhibicion de la ECA e hipotensor, en algunos de ellos se ha
demostrado el efecto de manera individual y en otros el efecto que en

COI’]jUﬂtO generan estos compuestos.
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Pese a los estudios antes mencionados, no todos han demostrado sus
efectos in vivo, en el estudio de compuestos con accidén antihipertensiva es
necesario comprobar los efectos in vitro y posteriormente in vivo, debido a
que algunos compuestos que muestran actividad bioldgica in vitro pueden
metabolizarse in vivo junto con el metabolismo en metabolitos inactivos, es
decir, pasar de compuestos activos a compuestos inactivos.
Controversialmente, algunos extractos muestran solo actividad in vivo, es
decir compuestos inactivos se convierten gracias al metabolismo en
compuestos con efecto bioldgico, alternativamente algunos compuestos son
inactivos in situ pero actlan sinérgicamente con otros compuestos en el
extracto. En ocasiones la separacion del extracto en fracciones durante la
purificacion puede resultar en la disminucion 6 pérdida total en todas las
fracciones. Esto puede deberse a la labilidad de los compuestos como la
sensibilidad a la temperatura, luz y acidez-basicidad del solvente (Lahlou,
2003; Taylor et al., 2001). El presente trabajo soporta este efecto, ya que al
fraccionar el extracto para aislar compuestos con mayor actividad IECA, las
fracciones dieron valores mas bajos de IECA en comparacién con el EMSSH
completo (Taylor et al., 2001).

Como se ha mencionado anteriormente, el EMSSH fue el que presento
mayor actividad IECA | y al que se le han atribuido sus propiedades por la
variedad de compuestos que presenta a diferencia de los otros extractos, se
podria deducir que los compuestos polares tuvieron una mejor inhibicién de
la ECA a diferencia de los compuestos menos polares. Los resultados del
presente estudio coinciden con la revision de Barbosa-Filho et al. (2006),
gue al analizar 321 especies de plantas con actividad IECA documentan que
la mayor actividad se encuentra en las fracciones mas polares y medio
polares.

En resumen existe un evidente efecto del EMSSH sobre la PAS; sin
embargo, es importante continuar en el estudio para identificar el compuesto
con mayor efecto hipotensor, sus sinergias y/o antagonismos asi como su
seguridad en la administracion cronica ya que se vislumbra como un
compuesto prometedor en la terapéutica no farmacolégica de la hipertension

arterial.
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8.3.2.2 Efecto del peso en los grupos

Como se observa en la figura 22, las ratas que se trataron con el
inhibidor L-NAME, durante el transcurso del experimento se mostraron sanas
incluso al finalizar el estudio y aunque el aumento de peso fue en menor
proporcion que el grupo de las ratas sin L-NAME, éste cambio no es

estadisticamente significativo.

8.3.2.3.Efecto en los niveles de colesterol LDL, colesterol total,

triglicéridos y proteina C reactiva en los tratamientos

La elevacion de la presion arterial, niveles elevados de colesterol total y
LDL, niveles bajos de HDL, obesidad y diabetes, son factores de riesgo de
riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares. La modificacion de la dieta y
el aumento de la actividad fisica son la primera linea de accion para la
prevencion y/o tratamiento de la hipertension (Pyorala et al., 1994).

En la figura 23 se muestran los niveles de colesterol tras la
administracion del EMSSH, se observa que no existié diferencia significativa
en ninguno de los grupos. Los grupos con hipertension inducida con L-
NAME se comportaron de manera similar a los valores del grupo control
sano.

No obstante, los niveles de colesterol plasméticos en ratas
hipercolesterolémicas dependera del tipo de induccién de dicha patologia,
los valores que se han reportado son de 168 a 180 mg/dL, mientras que los
valores para ratas sanas son de 50 a 80 mg/dL (Ardakani, 2009; Jain et al.,
2010; Saravana, Kumar & Raja, 2010; Vijaya, Ramanathan & Suresh, 2008).
Se ha observado que la manipulacién de los animales en el laboratorio
causan cambios en los niveles de lipidos plamaticos y la magnitud de estos
cambios dependen del grado de estrés (Jain et al., 2010).

Los resultados de este trabajo confirman acorde con la literatura que el
reactivo L-NAME bajo las condiciones de estudio no ocasiona

modificaciones de los niveles de colesterol total en ninguno de los tres

82



grupos. Resultados similares observados a corto o largo plazo de
administracion de L-NAME sobre los lipidos plasméticos han sido reportados
por algunos investigadores (Abdelzaher, AbdelReheem, Abdel-Halim, Abd-
Elhameed & Kamal, 2010; Nakaya et al., 2002; Navarro et al., 1994).

No obstante, en la literatura también existe informacion contradictoria
(Saravana et al., 2010). Sin embargo, son pocos los estudios publicados
sobre la relacion de L-NAME vy los niveles de colesterol total, triglicéridos y
colesterol LDL, es decir no queda claro si el L-NAME pudiera ejercer un
efecto hiperlipemiante.

En resumen no se logr6 demostrar con estos resultados el efecto
hipolipemiante de la chia reportado por Chicco et al. (2008) y por Ayerza y
Coates (2005b). Dichas investigaciones aseguraron que la adicion de
semillas de chia en la dieta de ratas sanas como hipertriglicerolémicas
disminuye la concentracion plasméatica de colesterol y aumento de colesterol
HDL. Ayerza y Coates (2005b) atribuyen dichas propiedades al contenido
de &cido linolénico.

Sin embargo, pueden existir varios factores por los cuales no se
presentd en nuestro estudio el efecto hipolipemiante. Uno de ellos pudiera
ser la forma de administracion, en nuestro caso se administré un extracto, es
decir solo una parte de los compuestos presentes en la semillas, otro posible
causa es la estabilidad de los compuestos activos en el extracto 6 la
concentracion de los compuestos activos responsables del efecto en el
EMSSH. Por ultimo al ser una fuente botanica, la variabilidad en la
composicién de la semilla se ve afectada por las zonas de cultivo, por los
efectos de genotipo, el medio ambiente y las interacciones genéticas de los
entornos (Ayerza, 2009).

En cuanto al colesterol LDL no se obtuvieron diferencias significativas ni
al inicio de la hipertension ni al finalizar el estudio en ninguno de los grupos.
Los valores que se obtuvieron son similares a los que se han reportado en la
literatura para ratas de las misma especie sin hipercolesterolemia, el rango
reportado va desde 15.0 a 25 mg/dL (Jain et al., 2010; Kapoor, Nazam &
Bhandari, 2008). Saravana et al. (2010) reportaron en su grupo con L-NAME
valor de 113.7mg/dL, 4 a 7.5 veces mas elevado que los resultados del

presente estudio (figura 25).
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En el caso de los triglicéridos, se presentdé un efecto diferente a los
anteriores. Los valores para ratas sanas de la misma especie han sido
descritos por algunos laboratorios especialistas en la cria y reproducciéon de
animales de laboratorio como es Harlan, el cual reporta valor promedio para
ratas sanas Wistar de 123.15mg/dL (www.harlan.com) y en algunos estudios
presentan cifras de 67, 92 hasta 104 mg/dL (Ardakani, 2009; Jain et al.,
2010; Saravana et al., 2010; Vijaya et al., 2008). Para ratas con
hiperlipidemia se han reportado valores de 200 hasta 350 mg/dL (Ardakani,
2009, Vijaya et al., 2008).

Un estudio con ratas Wistar a las cuales se les induce
hipertrigliceridemia, mostraron en promedio un valor de triglicéridos de 164.7
mg/dL a diferencia de su grupo control con un valor de 57.04 mg/dL
(Saravana et al., 2010). Los resultados que presentamos en la tabla Xl
muestran valores para el grupo sano menores a los reportan Harlan y
Charles River. A su vez nuestro grupo control con L-NAME presento valores
similares a los reportados por Saravana et al. (2010) tanto al inicio de la
etapa 2 como al finalizar el estudio, sin embargo esta diferencia podria ser
en funcion al tipo de alimento que se administra en los animales, ya que los
niveles de triglicéridos en sangre estan en proporcion directa con la cantidad
de grasa e hidratos de carbono ingeridos.

Podemos observar valores de triglicéridos significativamente mas bajos
(p<0.01) en el grupo del EMSSH en comparacién con el grupo 4, con
respecto al grupo 1y 2 no existié diferencia significativa. En este parametro
se podria deducir el posible efecto hipolipemiante de la chia reportado por
Chicco et al. (2008) y por Ayerza y Coates (2005b). Los metabolitos
secundarios presentes en el EMSSH como los compuestos fendlicos,
terpenos y acidos grasos insaturados, desde hace tiempo se les han
atribuido efectos de reducciébn en los niveles de lipidos plasmaticos
(Cicerale, Lucas & Keast, 2010; lacono, Dougherty & Puska, 1982; Saravana
et al., 2010).

Otro parametro analizado fué la PCR, el cual es un marcador de
inflamacion y dafio tisular. A diferencia de los humanos la PCR en ratas
normotensas se encuentran en altas concentraciones en suero (200 a 600

png/mL) y se puede ver aumentada hasta 100 veces durante infecciones, asi
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mismo es 300 veces mas elevada que la PCR en humanos (Taylor et al.,
1984). La PCR disminuye la produccion de ON endotelial e indirectamente
pude promover la vasoconstriccion, adhesion de leucocitos, activacion de
plaguetas, oxidacion y trombosis; también se ha relacionado con efecto
proaterogénicos por el incremento de la expresion del receptor de la
angiotensina |, afectando el sistema renina angiotensina y contribuyendo a la
patogénesis de la hipertension (Maslova et al., 2005; Ruiz de Gordoa et al.,
1994).

Los niveles de PCR sérica no presentaron variaciones entre los grupos,
ni a lo largo del estudio.

Acorde con los resultados de este estudio en la literatura revisada, no
se encontraron estudios en donde relacionen los valores de proteina C
reactiva e hipertension en modelo L-NAME, en este estudio se aportan los
los primeros valores sobre el efecto de L-NAME en los niveles de PCR.

En contraste con lo reportado por Vuksan et al (2007) en el presente
estudio no existié disminucion de la PCR en el grupo del extracto metandlico
de chia, se podria deducir que existen otros compuestos que no estan
presentes en el EMSSH los responsables del efecto observado por estos
autores O incluso también se pudiera atribuir esta falta de efecto a la
concentracion y/o biodisponibilidad de los compuestos del EMSSH.

El efecto del captopril en la reduccién de los niveles de PCR fue
diferente a lo que se ha reportado. En el 2006, Prasad et al. (2006) en una
revision sobre el efecto de diversos farmacos en la reduccion de la PCR, en
donde describen el efecto de algunos inhibidores de la ECA | en la
disminucién de los valores de PCR en pacientes con procesos inflamatorios
como diabetes, aterosclerosis, dafio cardiaco, entre otras. Sin embargo
sefalan que el efecto del captopril es menor en comparacion con otros
inhibidores como es el fosinopril, esto pudiese explicar la falta de efecto del

captopril en la disminucién de los valores de PCR.

8.3.2.4. Efecto del EMSSH en el uriandlisis

En el campo clinico las tiras reactivas de urianalisis son instrumentos

basicos de gran utilidad para diagnostico parcial ya que permiten la
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obtencién de resultados de manera inmediata que pueden indicar diversas
afecciones. Las muestras de orina son como biopsias liquidas de los tejidos
de las vias urinarias y su analisis es imprescindible ya que con frecuencia un
padecimiento renal es detectado inicialmente por esta forma. Los resultados
obtenidos con las tiras reactivas proporcionan datos referentes al
metabolismo de carbohidratos, funcion hepéatica y en especial funcion renal,
asi como balance &cido-base e infecciones de vias urinarias (Medina et al.,
2005; Ruiz Reyes, 2004).

En cuanto a la presencia de proteinas, normalmente no deben de ser
excretados mas de 150 mg de proteina en 24 horas, la presencia de
proteinas en la orina se debe a un aumento de la permeabilidad glomerular,
y a una alteracién de la reabsorcion tubular, o una combinacién de ambos.
Sin embargo, existen reportes de proteinuria transitoria que puede ser
causada por: fallo cardiaco congestivo, deshidratacién, estrés emocional,
ejercicio, fiebre, proteinuria ortostatica y convulsiones (Simerville, Maxted y
Pahira, 2005). En el presente estudio se pudiera atribuir el efecto al estrés
que se presentd en las ratas al iniciar su manipulacién tanto el cambio de
cama a la jaula como la toma de presion. Sin embargo, al finalizar el estudio
en los grupos 1 y 2 este efecto se revirtio, pudiendo ser en parte por la
adaptacion a las condiciones 6 en el caso del grupo 2 podria ser también
por un efecto protector, se ha comprobado que disminuye el dafio renal en
ratas con hipertension (Ashab et al., 1995), también se ha demostrado que
reduce la proteinuria en pacientes con nefropatia diabética retardando la
aparicion de Glomérulo esclerosis al reducir la presion arteriolar sin modificar
el flujo sanguineo (Hommel et al., 1986).

La persistencia en la deteccion de proteinas en la orina de los grupos 3
y 4 pudiera deberse a las alteraciones provocadas por el L-NAME,
evidenciando dafio renal en estos grupos. De esta manera se pudiese decir
que el EMSSH no generé un dafio adicional al ocasionado por el reactivo L-
NAME.

Otra variable del uriandlisis con cambios durante el estudio fue la
presencia de cuerpos ceténicos en el grupo 2 (Captopril) al finalizar el

estudio, sin embargo este resultado no se tomd en cuenta ya que el
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proveedor revela en sus especificaciones que el captopril puede generar
falsos positivos en esta prueba por la presencia de grupos sulfhidrilo,

Los niveles de glucosa, urobilinégeno, nitritos, bilirrubina, densidad, pH
no muestran diferencias al finalizar el estudio. En resumen no existen
cambios significativos en el andlisis de la funcion renal que evidencien dafio

renal ocasionado por el EMSSH.

8.3.2.5. Efecto del EMSSH en las enzimas hepaticas

Cuando se estudian las propiedades medicinales de algunas plantas asi
como accién la farmacoldgica de diversos compuestos naturales aislados de
las plantas es necesario comprobar que no se genera un dafio toxico en las
células y en algunos 6rganos como el higado en donde principalmente se
metabolizan estos compuestos. Las enzimas como la ALT, AST y LDH son
indicadores de dafo tisular y hepatico y por ello se utilizan para analizar la
funcién hepatica tras administrar un compuesto 6 un extracto en modelos de
animales. El dafio hepatocelular tanto agudo como cronico suele asociarse
frecuentemente con la elevacion de estas enzimas, dicha elevacion puede
expresarse desde un aumento en la permeabilidad de la membrana celular
del hepatocito hasta una necrosis celular masiva (Fuster, 2006).

La ALT es la prueba mas especifica del dafio hepatico a nivel
citoplasmatico, su maxima actividad se manifiesta en el higado, ya que
fuera de éste su concentracion es mas baja (Fuster, 2006; Prieto Valduefia,
2006; Ruiz Reyes, 2004).

Como se observa en la Figura 27, los niveles de ALT se elevaron tanto
en el grupo 2 (Captopril) como en el grupo del EMSSH, sin embargo, el
aumento en el grupo de captopril fue significativamente mayor en
comparaciéon con el grupo sano, control con L-NAME y del EMSSH. Este
resultado demuestra uno de los efectos secundarios del uso del captopril y
que ha sido reportado por algunos autores como dafio hepatico (Bellary,
Issacs & Scott, 1989; Hagley, Hullisz & Burns,1993).

La AST esta presente en higado a nivel citosélico (20%) y mitocondrial
(80%), y la concentracién mas alta es en la zona 3 del lobulillo hepatico, por

lo que, un dafio en dicha zona, generalmente isquémico 0 téxico, puede
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resultar en una gran elevacion en los niveles de AST (Fuster, 2006). Para
diagnostico de enfermedades hepaticas puede considerarse a la ALT como
una prueba mas especifica, mientras que la AST resulta mas sensible,
siendo de utilidad en enfermedades cronicas o infiltrativas (Ruiz Reyes,
2004).

El origen hepético de un aumento de AST debe confirmarse por
medicion de ALT. La elevacion de dichas transaminasas se correlaciona con
la infiltracién del contenido enzimatico de los hepatocitos afectados en la
sangre (Prieto Valduefa, 2006).

En la figura 27 podemos observar los valores finales de AST en los
diferentes grupos, nuestros datos arrojaron resultados que no son
significativamente diferentes entre si, sin embargo en los tres grupos se
observo un aumento después del tratamiento, un tanto menor en el grupo
del EMSSH. Aunque este valor no representd diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos, existe la posibilidad de un efecto
hepatoprotector del EMSSH sin embargo, se necesitarian realizar otro tipo
de evaluaciones histopatolégicas para confirmar dicho efecto. El efecto
protector se podria atribuir a la riqueza de compuestos antioxidantes como
son los compuestos fendlicos presentes en el extracto metandlico reportado
por Taga, Miller y Pratt (1984) y confirmado en este trabajo. Los
antioxidantes evitan que se produzcan dafios tisulares por radicales libres, al
reducir su formacién o eliminarlos unas vez originados (Young & Woodside,
2001). Existen reportes de compuestos fendlicos que ejercen una accion
protectora ante el dafio ocasionado por farmacos, tal es el caso de una
planta del género Salvia, la Salvia miltiorrhiza que demostr6 tener un efecto
benéfico sobre el dafio por la peroxidacion en los microsomas de los
hepatocitos asi como en los eritrocitos (Liu et al., 1992).

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) esta presente en mdultiples
tejidos organicos se libera al plasma como consecuencia de la destruccién
celular (fisiologica o patoldgica), es un marcador de destruccion celular
sensible aunque poco especifico. Sin embargo, es util cuando se eleva y se
mantiene alta de igual forma que las transaminasas en la hepatitis isquémica
(Prieto Valdueiia, 2006).
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En este estudio el analisis de la LDH se muestra en la figura 28 en la
cual podemos observar el cambio que se present6 en los diferentes grupos
durante el estudio, es notable el incremento en los grupos tratados con L-
NAME, no obstante el grupo sano también aumentd al doble sus valores
iniciales al finalizar el estudio.

En el higado el ON esté& involucrado en el control del tono vascular y en
la citoproteccién, por lo tanto, cambios en los niveles de producciéon de ON
han sido implicados en alteraciones celulares (incluyendo la citotoxicidad)
asociadas a patologias como la hipertension portal sistémica, shock
hemorragico, isquemia y reperfusion, tumores hepaticos, cirrosis y dafios
causados por las toxinas (Muriel, 2000; Tarsitano et al., 2007; Kaplowitz,
2000).

Tarsitano et al.(2007) han reportado que existe una evidente hipertrofia
y fibrosis en el higado inclusive de manera similar a lo que se observa en
otros 6érganos como corazon, cerebro y rifidn tras la inhibicion crénica del ON
a una dosis de 20 mg/kg/d en un periodo de 8 semanas. Ademas, evaluaron
el efecto de dos inhibidores de la ECA el losartan y enalapril sobre los dafios
hepaticos producidos en este modelo encontrando que no hubo alteraciones
hepaticas ya que fueron reprimidas por dichos farmacos y su accion se la
atribuyen al incremento de la actividad del SRA y su capacidad de proteger
contra los dafios morfoldgicos en el tejido cardiaco y renal.

Auln con estos estudios, podemos observar claramente que el farmaco
L-NAME no fue el Unico potenciador de esta respuesta si no que
probablemente existan otros factores que alteraron estos valores como el
tiempo de procesamiento de la muestra, ya que el retraso en la
centrifugacion también produce un aumento de la hemolisis en las muestras
provocando falsos positivos, es decir hemolisis minimas pueden mostrar
niveles falsamente altos de LDH (Greer et al., 2009; Prieto Valduefia, 2006).
Lo que podriamos concluir de este analisis de la funcion hepética es lo
siguiente:

e EI EMSSH no gener6 un aumento mayor a los grupos control y por el
contrario el captopril muestra algo de evidencia de dafo. Los valores
para AST y LDH mostraron discrepancias, sin embargo en los dos

casos los valores del grupo EMSSH siempre fueron un tanto menores
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a los demés grupos. Se requieren mas estudios de tipo histologico
para demostrar el efecto hepatoprotector del EMSSH, no obstante, se
pudiese deducir con los resultados presentados que el extracto no

causo alteraciones en la funcion hepatica.
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9. CONCLUSIONES

Elaboracidon de extractos y analisis fitoquimico

e El rendimiento fue diferentes en los extractos, el mayor rendimientos
se obtuvo para el hexanico con 23.86% de peso seco y el de menor

rendimiento fue el extracto acuoso.

e El estudio fitoquimico revelé que el extracto metandlico fue el que
contiene mayor numero de familias de compuestos principalmente
glucésidos, terpenoides, fenoles, insaturaciones, coumarinas y grupos

carbonilo.

e Los extractos hexanico y acetonico dieron positivo en las mismas

pruebas coloridas del analisis fitoquimico.

e En el extracto acuoso se detect6 la presencia de azucares.

Evaluacion del efecto de inhibicion de la enzima convertidora de

angiotensinal in vitro

e Los extractos de semillas de Salvia hispanica L. inhiben la ECA. A
mayor polaridad de los extractos mayor actividad de IECA, en el
siguiente orden de mayor a menor IECA: Metanodlico > Acetonico >

Hexanico>Acuo0so.

e El extracto metandlico obtuvo el mejor IC50 en las pruebas de IECA in

vitro y su efecto es directamente proporcional a la concentracion.

e De las 7 particiones del extracto la 42 particion (insoluble en acetona),
tiene mayor actividad anti-ECA. Se logré obtener en esta fraccion
compuestos mas puros con presencia de glucésidos de terpenos y
glucésidos unidos a compuestos fenadlicos principalmente con un Rf
de 0.50.
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El efecto IECA del extracto metandlico disminuye tras su particion, se
deduce que existe un evidente efecto sinergético entre los
compuestos del extracto metandlico en la IECA 1.

Evaluacion del efecto hipotensor in vivo

Con el modelo L-NAME se ocasiona hipertensiéon en menor tiempo a

ratas mediante un procedimiento practico y con baja mortalidad.

El extracto metandlico presentd un efecto hipotensor en una dosis de
400 mg/kg/d en ratas hipertensas L-NAME,

No se encontrd6 ningun efecto en los niveles de colesterol total,
triglicéridos, colesterol LDL y proteina C reactiva tras la administracion
del extracto metandlico en las ratas hipertensas.

No hay evidencia de que el EMSSH ocasioné un dafio hepético-

tisular.

El uriandlisis no muestra efecto téxico por la administracion del

EMSSH a la dosis que se probd.
El EMSSH demostr6 tener efecto de inhibicibn de la enzima

convertidora de angiotensina in vitro y efecto hipotensor in vivo en un

modelo de ratas hipertensas L-NAME.
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ANEXO 1. TECNICAS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Los principios de las técnicas se explican a continuacion

Triglicéridos

La prueba consiste en el método de glicerol fosfato oxidasa/peroxidasa, en
donde los triglicéridos presentes en la muestra originan un complejo

coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Colesterol Total

El colesterol se determin6é por medio de un kit comercial de Biosystem el
cual se basa en el método de colesterol oxidasa/peroxidasa, en el cual
colesterol libre y el esterificado presente en la muestra originan un complejo
coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Colesterol LDL

Este método consiste en la reaccidbn de un detergente especifico que
solubiliza el colesterol de las proteinas de alta densidad (HDL), las de muy
baja densidad (VLDL) y los quilomicrones. Los ésteres de colesterol
reaccionan por accion de la enzima colesterol esterasa y la colesterol
oxidasa mediante una reacciébn no formadora de color. El segundo
detergente, presente en el reactivo B, solubiliza el colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la muestra. El colesterol LDL se
cuantifica espectrofotométricamente.

Proteina C reactiva

El principio consiste en estandares, controles y muestras de suero los cuales
son incubados en pocillos de microtitulacidn recubiertas con anticuerpos
policlonales de PCR. Después se hace un lavado a fondo, los anticuerpos
anti PCR rata marcados con la peroxidasa de rabano picante (PRP) se
afiaden a los pocillos y se incuban con el complejo de anticuerpos
inmovilizados-PCR. Tras otro paso de lavado el anticuerpo conjugado PRP
se deja que reaccione con el sustrato y la tetrametilbenzidina. La reaccion se
detiene mediante la adicion de una solucién acida y finalmente la absorcion
del producto de color amarillo resultante se mide espectrofotométricamente a

450 nm. La absorbancia es proporcional a la concentracion de PCR. Se
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realiz6 una curva de calibracibn con la absorbancia frente a las
concentraciones de la PCR de los estandares y en base a esta curva

estandar se determinaron las concentraciones de las muestras.
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ANEXO 2. TECNICAS DE LAS ENZIMAS HEPATICAS

El fundamento de la LDH se basa en la reaccidén de lactato deshidrogenasa
(LD o LDH) que cataliza la reduccion del piruvato por NADH, obteniéndose
lactato y NAD+. La concentracion catalitica se determina a partir de la
velocidad de desaparicion del NADH, medido a 340 nm.

La aspartato aminotransferasa (AST) es una de varias enzimas que catalizan
el intercambio de grupos amino y oxoentre alfa-aminoacidos y alfa-
oxoacidos. Estd ampliamente distribuida en los tejidos corporales con una
cantidad significativa en corazén e higado. El dafio a estos tejidos da por
resultado una liberacién de la enzima AST a la circulacién general. El
principio se basa en la reaccion de AST la cual cataliza la transferencia del
grupo amino aspartato a 2-oxoglutarato para producir oxalacetato y
glutamato. El oxalacetato formado en la primera reaccion va a reaccionar
con el NADH en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) para formar
NAD. La actividad de AST se determina midiendo el valor total de oxidacion
del NADH a 340 nm.

La alanino aminotransferasa (ALT) se encuentra distribuida ampliamente en
tejidos, con concentraciones mas altas en higado y rifiones. La ALT se
considera mas especifica para higado que la AST. Niveles elevados de ALT
son comunmente observados en enfermedades del higado tales como
cirrosis, hepatitis, o carcinoma metastico. La reaccion del fundamento se
basa en la transferencia del grupo amino de L-alanina a 2-oxoglutarato
produciendo piruvato y L-glutamato. La lactato deshidrogenasa (LDH)
cataliza la reduccién de piruvato y la oxidacion simultanea de NADH a NAD.
La relacion resultante de la reduccion en absorbancia es directamente

proporcional a la actividad de ALT.
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ANEXO 3. PRINCIPIOS DE LAS TECNICAS DE URIANALISIS

Principios de las pruebas:

Glucosa: La deteccion se efectia segun el método especifico de la glucosa-
oxidasa-peroxidasa. Esta prueba reacciona independientemente del pH y de
la densidad de la orina y no es perturbado por cuerpos cetonicos. La
influencia del acido ascorbico queda casi eliminada, de manera que con
concentraciones de glucosa a partir de 100 mg/dL (5,5 mmol/L) no son de
esperar resultados de pruebas falsos negativos, aunque las concentraciones
de &cido ascorbico sean altas.

Bilirrubina: La deteccion se basa en el acoplamiento de una sal de diazonio
con bilirrubina para formar un colorante azoico. Incluso los matices mas
leves de rosa se deben de considerarse positivo y con ello como patologicos.
El rango de colores va desde amarillo claro a marroén rojizo.

Cuerpos cetonicos: Esta prueba se basa en el principio de la prueba de
Legal y reacciona mas intensamente al 4cido acetilacético que a la acetona.
Las fenilcetonas y los compuestos de ftaleina crean en la zona reactiva
matices de color rojo, que sin embargo, se diferencian manifiestamente de
los colores violeta producidos por cuerpos ceténicos. El captopril, Mesna
(mercapto-2-etanosulfonato de sodio) y otras sustancias conteniendo grupos
sulfhidrilo pueden ser causa de reacciones falsas positivas.

Densidad: La prueba registra la concentracion ionica de la orina. SE basa
en la liberacion de protones por un formador de complejos en presencia de
cationes. Esto causa un viraje de color del indicador azul de bromotimol, de
azul hacia amarillo, pasando por el verde azulado. Para valores de pH de 7 o
mas s debe de aumentar el resultado del ensayo en 0.05. Pequefas
cantidades de proteina (100-500 mg/dL) y las orinas cetoacidoéticas pueden
llevar a falsos resultados positivos.

Sangre: La hemoglobina, respectivamente la mioglobina, cataliza la
oxidacion del indicador por el hidroxido organico contenido en el papel
reactivo. Puntos verdes aislados hasta acumulados en la zona reactiva
indican eritrocitos intactos. La hemoglobina asi como los eritrocitos
hemolizados o la mioglobina son indicados por una coloracion verde

homogénea de la zona reactiva.
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pH: Esta prueba es especifica para la deteccion de iones de hidronio,
siendo el valor pH el logaritmo decimal negativo de la concentracion de iones
de hidronio. El papel reactivo contiene los indicadores rojo de metilo,
fenoftaleina y azul de bromotimol.

Proteinas: Se basa en el principio de error de proteico de indicadores de pH
y reacciona de manera especialmente sensible a la albumina. La quinina,
quinidina, cloroquinina y tolbutamida asi como un elevado valor de pH ( de
hasta 9) no ejercen influencia alguna sobre la prueba. Se pueden obtener
resultados falsos positivos después de infusiones con polivinilpirrolidona
(sucedaneo de sangre) o causados por residuos de desinfectantes con
grupos amonio cuaternarios o con clorhexidina en el recipiente de la orina.
Urobilinégeno: Una sal de diazonio estable produce con el urobilinbgeno,
casi instantdneamente, un colorante azoico rojo. Se considera normal que en
la zona reactiva no se produzca coloracién alguna o que los colores que
aparecen sean mas claros que los observados con 1 mg/dL (17umol/L). La
prueba es especifica para el urobilinébgeno y no estd sometido a las
conocidas perturbaciones de la prueba segun Erlich. Grandes cantidades de
bilirrubina producen una coloracién amarilla inmediata y pueden conducir al
cabo de aprox. 60 segundos a una coloracién amarilla mas o menos intensa.
Nitritos: Los agentes patdégenos mas frecuentemente causantes de las
infecciones de las vias urinarias, E.coli y la mayoria de los gérmenes
patégenos urinarios, transforman el nitrato absorbido con la alimentacion en
nitrito. Este es detectado por una coloracién del rosa al rojo de la zona
reactiva. De este modo se realiza una deteccion indirecta de gérmenes
formadores de nitrito en la orina. Incluso una leve coloracién rosa indica una
bacteriuria significativa.

Leucocitos: Esta técnica comprueba la actividad esterasica de granulocitos.
Estas enzimas desdoblan un éster de indoxilo a indoxilo, que reacciona con
una sal de diaazonio formando un colorante violeta. Se detectan leucocitos
intactos y también los lisados. Los colores de reaccion que al cabo de 60
segundos no pueden ser asignados de modo inequivoco al resultado
negativo o aproximadamente 10-25 leucocitos/pL de orina, generalmente
pueden ser evaluados mas facilmente a los 120 segundos. Las bacterias,

tricomonas y eritrocitos presentes en orina no reaccionan con la prueba. El
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formaldehido y la medicacion con imipenem, meropenem y acido clavulanico
como principios activos pueden conducir a reacciones falsas positivas. En
muestras intensamente coloreadas (por bilirrubina o nitrofurantoina) se
producir una superposicion del color inherente y el de la reacciéon. Las
concentraciones de proteina superiores a 500 mg/dL y las de la glucosa
superiores a 1g/dL pueden producir un color de reaccion mas débil, asi como

la medicacion con altas dosis de diarias de cefalexina y gentamicina.
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ANEXO 4. COMPOSICION DEL ALIMENTO PARA LAS RATAS

El alimento esta compuesto por trigo molido, maiz molido, acemite de
trigo, harina de soya, carbonato de calcio, fosfato dicalcico, levadura de
cerveza deshidratada, sal yodatada, L-lisina, DL metionina, cloruro de colina,
caolin, complejo de bisulfito sédico de menadiona (fuente de vitamina K,
funcional), 6xido de magnesio, acetato de vitamina E, pantotenato de calcio,
mononitrato de tiamina, 6xido de manganeso, niacina, sulfato ferroso, 6xido
de zinc, riblofavina, acetato de vitamina E, pantotenato de calcio,
mononitrato de tiamina, 6xido de tiamina, éxido de manganeso, niacina,
sulfatp ferroso, 6xido de zinc, riboflavina, acetato de vitamina A, clorhidrato
de piridoxina, sulfato de cobre, suplemento de vitaminade B12, acido folico,

yodato de calcio, biotina, suplemento de vitamina D, carbonato de cobalto.
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ANEXO 5. ANALISIS ESTADISTICO

e PRESION SEMANA 1

Presién semanal

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacién | Error Limite Limite
N | Media tipica tipico | inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1 SANO 7 | 100.26 15.270 | 5.771 86.14 114.38 69 116
GRUPO 2
CONTROL 7| 98.40 5.862 | 2.216 92.98 103.82 88 106
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 8 | 100.14 7.832 | 2.769 93.59 106.69 89 113
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 | 102.52 8.269 | 2.924 95.61 109.44 95 119
HIPERTENSION
Total 30 | 100.40 9.428 | 1.721 96.88 103.92 69 119
ANOVA
Presién semanal
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 64.734 3 21.578 .223 .879
Intra-grupos 2513.218 26 96.662
Total 2577.952 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Presién semana 1
HSD de Tukey

Intervalo de
confianza al 95%
Diferencia de | Error Limite Limite
() GRUPO (J) GRUPO medias (I-J) | tipico | Sig. | superior | inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 1.857 | 5.255| .985 -12.56 16.27
GRUPO 3
EXPERIMENTAL .120 | 5.088 | 1.000 -13.84 14.08
CHIA
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION -2.265 | 5.088 | .970 -16.22 11.69
GRUPO 2 CONTROL GRUPO 1 SANO
CAPTOPRIL -1.857 | 5.255 .985 -16.27 12.56
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -1.738 | 5.088 | .986 -15.70 12.22
CHIA

GRUPO 4 CONTROL

HIPERTENSION -4.123 | 5.088 | .849 -18.08 9.84

GRUPO 3 GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL -.120 | 5.088 | 1.000 -14.08 13.84
CHIA GRUPO 2 CONTROL

CAPTOPRIL 1.738 | 5.088 .986 -12.22 15.70

GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION
GRUPO 4 CONTROL GRUPO 1 SANO

-2.385 | 4.916 | .962 -15.87 11.10

HIPERTENSION 2.265 | 5.088 970 -11.69 16.22
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 4,123 | 5.088 | .849 -9.84 18.08
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 2.385 | 4.916 | .962 -11.10 15.87
CHIA

Presion semana 1

HSD de Tukey

Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 98.40
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 100.14
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 102.52
Sig. 849

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 7.467.

b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizard la media armonica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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e PRESION SEMANA 2

Presién semana 2

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1SANO | 7| 98.5714 9.04686 | 3.41939 | 90.2045 | 106.9384 | 89.60 | 116.10
GRUPO 2
CONTROL 7 | 158.0429 19.37858 | 7.32442 | 140.1207 | 175.9651 | 136.60 | 191.40
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 8 | 155.7750 13.70764 | 4.84638 | 144.3151 | 167.2349 | 141.90 | 176.00
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 | 157.7875 18.66528 | 6.59917 | 142.1829 | 173.3921 | 134.20 | 189.80
HIPERTENSION
Total 30 | 143.4933 | 29.33002 | 5.35491 | 132.5413 | 154.4453 89.60 | 191.40
ANOVA
Semana 2
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 18448.963 3 6149.654 24.605 .000
Intra-grupos 6498.295 26 249.934
Total 24947.259 29

HSD de Tukey

Presi6on Semana 2

Subconjunto para alfa =
.05

GRUPO N 2
GRUPO 1 SANO 7 08.5714
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 155.7750
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 157.7875
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 158.0429
Sig. 1.000 992

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media arménica de los tamafos de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Presién semana 2

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1SANO | 7| 98.5714 9.04686 | 3.41939 | 90.2045 | 106.9384 | 89.60 | 116.10
GRUPO 2
CONTROL 7 | 158.0429 19.37858 | 7.32442 | 140.1207 | 175.9651 | 136.60 | 191.40
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 8 | 155.7750 13.70764 | 4.84638 | 144.3151 | 167.2349 | 141.90 | 176.00
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 | 157.7875 18.66528 | 6.59917 | 142.1829 | 173.3921 | 134.20 | 189.80
HIPERTENSION
Total 30 | 143.4933 29.33002 | 5.35491 | 132.5413 | 154.4453 89.60 | 191.40
e PRESION SEMANA 3
Descriptivos
Presiéon semana 3
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO1SANO | 7| 956714 | 10.53766 | 3.98286 | 85.9257 | 105.4171 | 80.60 | 110.10
GRUPO 2
CONTROL 7 98.9286 20.43247 | 7.72275 80.0317 | 117.8255 74.40 | 138.40
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 8 | 138.5625 20.98305 | 7.41863 | 121.0202 | 156.1048 | 118.80 | 184.80
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 | 172.5625 18.01776 | 6.37024 | 157.4993 | 187.6257 | 151.50 | 199.90
HIPERTENSION
Total 30 | 128.3733 | 36.45145 | 6.65509 | 114.7621 | 141.9845 74.40 | 199.90
ANOVA
Presién semana 3
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 30006.873 3 10002.291 30.503 .000
Intra-grupos 8525.666 26 327.910
Total 38532.539 29
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Presién semana 3

Variable dependiente: Presi6on2

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza

al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
() GRUPO (J) GRUPO medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO
CONTROL -3.25714 | 9.67929 | .987 | -29.8105 23.2962
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL -42.89107(*) | 9.37193 | .001 | -68.6013 | -17.1809
CHIA
GRUPO
CONTROL -76.89107(*) | 9.37193 | .000 | -102.6013 | -51.1809
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL 3.25714 | 9.67929 | .987 | -23.2962 29.8105
CAPTOPRIL GRUPO
EXPERIMENTAL -39.63393(*) | 9.37193 | .001 | -65.3441 | -13.9237
CHIA
GRUPO
CONTROL -73.63393(*) | 9.37193 | .000 | -99.3441 | -47.9237
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 42.89107(*) | 9.37193 | .001 17.1809 68.6013
CHIA GRUPO
CONTROL 39.63393(*) | 9.37193 | .001 13.9237 65.3441
CAPTOPRIL
GRUPO
CONTROL -34.00000(*) | 9.05415 | .005 | -58.8384 -9.1616
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO
CONTROL 76.89107(*) | 9.37193 | .000 51.1809 | 102.6013
HIPERTENSION GRUPO
CONTROL 73.63393(*) | 9.37193 | .000 47.9237 99.3441
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL 34.00000(*) | 9.05415 | .005 9.1616 58.8384
CHIA

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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HSD de Tukey

Presi6on semana 3

GRUPO

Subconjunto para alfa = .05

1

2 3

GRUPO 1 SANO

GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL

GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA

GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION

Sig.

7 95.6714

7 98.9286

.985

138.5625

172.5625

1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armonica = 7.467.
b Los tamafos de los grupos no son iguales. Se utilizard la media arménica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

e PRESION SEMANA 4

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1 SANO | 7| 104.9571 | 10.60092 | 4.00677 | 95.1529 | 114.7614 | 88.90 | 123.10
GRUPO 2
CONTROL 7 | 110.6714 23.90277 | 9.03440 88.5651 | 132.7778 76.10 | 152.70
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 8 | 153.6375 24.18677 | 8.55131 | 133.4169 | 173.8581 | 120.80 | 187.10
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 | 174.4000 14.75292 | 5.21594 | 162.0663 | 186.7337 | 155.40 | 193.10
HIPERTENSION
Total 30 | 137.7900 34.81292 | 6.35594 | 124.7906 | 150.7894 76.10 | 193.10
ANOVA
Presién semana 4
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 25425.377 3 8475.126 22.668 .000
Intra-grupos 9720.870 26 373.880
Total 35146.247 29
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Variable dependiente: Presiéon semana 4

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de
confianza al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
() GRUPO (J) GRUPO medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2
CONTROL -5.71429 | 10.33551 | .945 | -34.0679 | 22.6393
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -48.68036(*) | 10.00731 | .000 | -76.1336 | -21.2271
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -69.44286(*) | 10.00731 | .000 | -96.8961 | -41.9896
HIPERTENSION
GRUPO GRUPO 1 SANO
CONTROL 5.71429 | 10.33551 | .945 | -22.6393 | 34.0679
CAPTOPRIL GRUPO 3
EXPERIMENTAL -42.96607(*) | 10.00731 | .001 | -70.4193 | -15.5128
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -63.72857(*) | 10.00731 | .000 | -91.1818 | -36.2753
HIPERTENSION
GRUPO GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 48.68036(*) | 10.00731 | .000 | 21.2271 | 76.1336
CHIA GRUPO 2
CONTROL 42.96607(*) | 10.00731 | .001 | 15.5128 | 70.4193
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL -20.76250 9.66798 | .165 | -47.2849 5.7599
HIPERTENSION
GRUPO GRUPO 1 SANO
CONTROL 69.44286(*) | 10.00731 | .000 | 41.9896 | 96.8961
HIPERTENSION GRUPO 2
CONTROL 63.72857(*) | 10.00731 | .000 | 36.2753 | 91.1818
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 20.76250 9.66798 | .165 -5.7599 | 47.2849
CHIA
* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
Presi6on semana 4
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa =
.05
GRUPO N 1 2
GRUPO 1 SANO 7 104.9571
GRUPO 2 CONTROL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 153.6375
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 174.4000
Sig. .940 .188

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 7.467.
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b Los tamafos de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

e PRESION SEMANA 5

Presién semana 5

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1 SANO | 7| 107.9429 | 12.07627 | 4.56440 | 96.7742 | 119.1115| 93.50 | 129.80
GRUPO 2
CONTROL 7 97.1857 22.05126 | 8.33459 76.7917 | 117.5797 65.50 | 138.40
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 8 | 129.7625 19.85375 | 7.01936 | 113.1644 | 146.3606 | 105.90 | 167.10
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 | 197.9250 27.07301 | 9.57175 | 175.2914 | 220.5586 | 158.60 | 231.30
HIPERTENSION
Total 30 | 135.2467 | 44.99446 | 8.21483 | 118.4455 | 152.0479 65.50 | 231.30
ANOVA
Presién semana 5
Suma de Media
cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 47028.135 3 15676.045 34.888 .000
Intra-grupos 11682.399 26 449.323
Total 58710.535 29
Presi6on semana 5
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = .05
GRUPO N 1 2 3
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7| 97.1857
GRUPO 1 SANO 7 107.9429 107.9429
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 129.7625
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 197.9250
Sig. 762 218 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Presiéon semana 5

HSD de Tukey

Intervalo de confianza

al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
() GRUPO (J) GRUPO medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO
CONTROL 10.75714 | 11.33040 | .779 | -20.3258 41.8401
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL -21.81964 | 10.97061 | .218 | -51.9155 8.2763
CHIA
GRUPO )
CONTROL -89.98214(*) | 10.97061 | .000 -59.8862
HIPERTENSION 120.0780
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL -10.75714 | 11.33040 | .779 | -41.8401 = 20.3258
CAPTOPRIL GRUPO
EXPERIMENTAL -32.57679(*) | 10.97061 | .030 | -62.6727 -2.4809
CHIA
GRUPO -
CONTROL -100.73929(*) | 10.97061 | .000 -70.6434
HIPERTENSION 130.8352
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 21.81964 | 10.97061 | .218 -8.2763 | 51.9155
CHIA GRUPO
CONTROL 32.57679(*) | 10.97061 | .030 2.4809 | 62.6727
CAPTOPRIL
GRUPO
CONTROL -68.16250(*) | 10.59862 | .000 | -97.2379 | -39.0871
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO
CONTROL 89.98214(*) | 10.97061 | .000 59.8862 | 120.0780
HIPERTENSION GRUPO
CONTROL 100.73929(*) | 10.97061 | .000 70.6434 | 130.8352
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL 68.16250(*) | 10.59862 | .000 39.0871 97.2379
CHIA

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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e PRESION SEMANA 6

Presién semana 6

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1 SANO | 7| 103.2286 8.55896 | 3.23498 | 95.3129 | 111.1443 | 95.80 | 119.20
GRUPO 2
CONTROL 7| 111.9571 12.36647 | 4.67409 | 100.5201 | 123.3942 94.70 | 125.10
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 8 | 143.1125 10.80852 | 3.82139 | 134.0764 | 152.1486 | 124.60 | 156.00
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 | 203.0625 17.60032 | 6.22265 | 188.3483 | 217.7767 | 186.50 | 229.80
HIPERTENSION
Total 30 | 142.5233 41.94190 | 7.65751 | 126.8620 | 158.1847 94.70 | 229.80
ANOVA
Presién semana 6
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 46671.295 3 15557.098 93.129 .000
Intra-grupos 4343.279 26 167.049
Total 51014.574 29
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Variable dependiente: Presiéon semana 6

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza
al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
() GRUPO (J) GRUPO medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2
CONTROL -8.72857 | 6.90857 | .594 | -27.6810 10.2238
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -39.88393(*) | 6.68919 | .000 | -58.2345 | -21.5333
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -99.83393(*) | 6.68919 | .000 | -118.1845 | -81.4833
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL 8.72857 | 6.90857 | .594 | -10.2238 27.6810
CAPTOPRIL GRUPO 3
EXPERIMENTAL -31.15536(*) | 6.68919 | .000 | -49.5060 | -12.8048
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -91.10536(*) | 6.68919 | .000 | -109.4560 | -72.7548
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 39.88393(*) | 6.68919 | .000 21.5333 58.2345
CHIA GRUPO 2
CONTROL 31.15536(*) | 6.68919 | .000 12.8048 49.5060
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL -59.95000(*) | 6.46238 | .000 | -77.6784 | -42.2216
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO
CONTROL 99.83393(*) | 6.68919 | .000 81.4833 | 118.1845
HIPERTENSION GRUPO 2
CONTROL 91.10536(*) | 6.68919 | .000 72.7548 | 109.4560
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 59.95000(*) | 6.46238 | .000 42.2216 77.6784
CHIA

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

Presion semana 6

HSD de Tukey

GRUPO

Subconjunto para alfa = .05

1

2

3

GRUPO 1 SANO

CAPTOPRIL
GRUPO

HIPERTENSION
Sig.

GRUPO 2 CONTROL

EXPERIMENTAL CHIA 8
GRUPO 4 CONTROL

3

103.2286

111.9571

.568

143.1125

1.000

203.0625

1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizard la media armonica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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e Peso

Descriptivos

Peso semanal

Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N | Media tipica tipico inferior superior Minimo | Maximo
SANO 7 | 239.59 21.775 | 8.230 219.45 259.72 * *
Control captopril | 7 | 230.03 15.542 | 5.875 215.65 244.40 * *
Experimental . .
extracto chia 8 | 235.04 21.179 | 7.488 217.33 252.74
ﬁ."””o' . 8 | 247.81 18.988 | 6.713 231.94 263.69 * *
ipertension
Total 30 | 238.34 19.702 | 3.597 230.98 245.69 * *
ANOVA
Peso semanal
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1299.499 3 433.166 1.131 .355
Intra-grupos 9957.930 26 382.997
Total 11257.430 29

Variable dependiente: Peso semanal

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza
al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
(I) Grupos (J) Grupos medias (I-J) tipico Sig. superior inferior
SANO Control captopril 9.557 | 10.461 | .798 -19.14 38.25
Experimental 4548 | 10.129 | .969 -23.24 32.33
extracto chia
Control
hipertension -8.227 | 10.129 | .848 -36.01 19.56
Control captopril ~ SANO -9.557 | 10.461 | .798 -38.25 19.14
Experimental 5009 | 10.129 | .960 3279 | 2278
extracto chia
Control -17.784 | 10.129 | 317 4557 10.00
hipertensién
Experimental SANO
extracto chia -4.548 | 10.129 | .969 -32.33 23.24
Control captopril 5.009 | 10.129 | .960 -22.78 32.79
ﬁon”o'., 12775 |  9.785 | 568 3962 14.07
ipertension
C_ontrol - SANO 8.227 10.129 | .848 -19.56 36.01
hipertension Control captopril 17.784 | 10.129 | .317 -10.00 45,57
Experimental
extracto chia 12.775 |  9.785 | .568 -14.07 39.62
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Peso semana 1

HSD de Tukey
Subconjunto

para alfa = .05
Grupos N 1
Control captopril 7 230.03
Experimental extracto
chia 8 235.04
SANO 7 239.59
Control hipertension 8 247.81

Sig.

317

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armonica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Descriptivos

Semana2
Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
SANO 7 | 255.0714 | 15.64073 | 5.91164 | 240.6062 | 269.5367 | 238.00 | 285.70
S:F:‘tgg'm 7| 233.4000 | 22.34457 | 8.44546 | 212.7347 | 254.0653 | 200.00 | 260.70
Experimental
extracto chia | 8| 237.8125| 20.39373 | 7.21027 | 220.7629 | 254.8621 | 213.00 | 265.50
Control
. L. 8 | 253.0250 21.04918 | 7.44201 | 235.4274 270.6226 | 224.20 | 287.20
hipertension
Total 30 | 244.8667 21.21823 | 3.87390 | 236.9436 252.7897 | 200.00 | 287.20
ANOVA
Peso semana 2
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 2579.909 3 859.970 2.134 .120
Intra-grupos 10476.278 26 402.934
Total 13056.187 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Peso semana 2

HSD de Tukey

Intervalo de confianza

al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
(1) Grupos (J) Grupos medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
SANO Control captopril 21.67143 | 10.72958 | .207 -7.7632 51.1061
Experimental 17.25893 | 10.38887 | .364 | -11.2411 | 45.7589
extracto chia
Control
hipertension 2.04643 | 10.38887 | .997 | -26.4536 | 30.5464
Control captopril ~ SANO -21.67143 | 10.72958 | .207 | -51.1061 7.7632
Experimental -4.41250 | 10.38887 | .974 | -32.9125 | 24.0875
extracto chia
ﬁ.on”o' g -19.62500 | 10.38887 | .257 | -48.1250 8.8750
ipertension
Experimental SANO
extracto chia -17.25893 | 10.38887 | .364 | -45.7589 | 11.2411
Control captopril 4.41250 | 10.38887 | .974 | -24.0875| 32.9125
ﬁ.omro' y -15.21250 | 10.03661 | .443 | -42.7461 | 12.3211
ipertension
Control SANO -2.04643 | 10.38887 | .997 | -30.5464 | 26.4536
hipertension Control captopril 19.62500 | 10.38887 | .257 -8.8750 | 48.1250
Experimental
extracto chia 15.21250 | 10.03661 | .443 | -12.3211 | 42.7461

HSD de Tukey

Peso semana2

para alfa = .05

Subconjunto

Grupos N 1
Control captopril 7 233.4000
Experimental extracto

chia 8 237.8125
Control hipertension 8 253.0250
SANO 7 255.0714
Sig. .184

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 7.467.
b Los tamafos de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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¢ Peso semana 3

Descriptivos

Semana3
Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
SANO 7 | 261.6714 18.74742 | 7.08586 | 244.3330 | 279.0099 | 240.30 | 297.40
E:F:‘tgg'm 7| 233.2714 | 26.38786 | 9.97367 | 208.8667 | 257.6761 | 189.80 | 265.10
Experimental
extracto chia 8 | 243.0125 17.45848 | 6.17250 | 228.4168 | 257.6082 | 219.00 | 266.60
Control
Hi - 8 | 253.8000 24.53150 | 8.67319 | 233.2912 | 274.3088 | 224.90 | 295.70
ipertension
Total 30 | 247.9700 23.43577 | 4.27877 | 239.2189 | 256.7211 | 189.80 | 297.40

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Peso semana 3

HSD de Tukey

Intervalo de confianza

al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
(1) Grupos (J) Grupos medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
SANO Control captopril 28.40000 | 11.78230 | .100 -3.9226 60.7226
Experimental 18.65893 | 11.40816 | .377 | -12.6373 | 49.9552
extracto chia
Control
hipertension 7.87143 | 11.40816 | .900 | -23.4248 | 39.1677
Control captopril ~ SANO -28.40000 | 11.78230 | .100 | -60.7226 3.9226
Experimental -9.74107 | 11.40816 | .828 | -41.0373 21.5552
extracto chia
Control -20.52857 | 11.40816 | .296 | -51.8248 | 10.7677
hipertension
Experimental SANO
extracto chia -18.65893 | 11.40816 | .377 | -49.9552 | 12.6373
Control captopril 9.74107 | 11.40816 | .828 | -21.5552 | 41.0373
ﬁ_on”o' . -10.78750 | 11.02133 | .763 | -41.0225 | 19.4475
ipertension
Control SANO -7.87143 | 11.40816 | .900 | -39.1677 | 23.4248
hipertension Control captopril 20.52857 | 11.40816 | .296 | -10.7677 | 51.8248
Experimental
extracto chia 10.78750 | 11.02133 | .763 | -19.4475| 41.0225
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Peso semana 3

HSD de Tukey

Subconjunto
para alfa = .05

Grupos N 1
Control captopril 7 233.2714
Experimental extracto

chia 8 243.0125
Control hipertension 8 253.8000
SANO 7 261.6714
Sig. .085

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armonica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizard la media armoénica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

e Peso semana 4

Peso semana 4

Descriptivos

Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacion Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
SANO 7 | 267.8429 | 22.30955 | 8.43222 | 247.2100 | 288.4758 | 238.50 | 305.20
S;&g;lr” 7 | 238.0429 26.78239 | 10.12279 | 213.2733 | 262.8124 | 198.40 | 276.00
Experimental
extracto chia 8 | 241.7875 14.19864 | 5.01998 | 229.9171 | 253.6579 | 222.50 | 259.00
Control
hi L 8 | 254.0500 23.62317 | 8.35205 | 234.3005 | 273.7995 | 228.50 | 293.30
ipertension
Total 30 | 250.2633 23.85715 | 4.35570 | 241.3549 | 259.1717 | 198.40 | 305.20
ANOVA
Peso semana4
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 3898.087 3 1299.362 2.680 .068
Intra-grupos 12607.663 26 484.910
Total 16505.750 29
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Peso semana 4

Variable dependiente: Semana4

HSD de Tukey

Comparaciones mdltiples

Intervalo de confianza
al 95%

Diferencia de Error Limite Limite
(1) Grupos (J) Grupos medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
SANO Control captopril 29.80000 | 11.77055 | .078 -2.4904 | 62.0904
Experimental 26.05536 | 11.39678 | .127 | -5.2097 | 57.3204

extracto chia

Control

hipertension 13.79286 | 11.39678 | .626 | -17.4722 | 45.0579
Control captopril ~ SANO -29.80000 | 11.77055 | .078 | -62.0904 2.4904
Experimental 3.74464 | 11.39678 | .987 | -35.0097 | 27.5204

extracto chia
E.O“”O' y -16.00714 | 11.39678 | .508 | -47.2722 | 15.2579

ipertension

Experimental SANO

extracto chia -26.05536 | 11.39678 | .127 | -57.3204 5.2097
Control captopril 3.74464 | 11.39678 | .987 | -27.5204 | 35.0097
E.O“”O' y -12.26250 | 11.01034 | .684 | -42.4674 | 17.9424

ipertension
Control SANO -13.79286 | 11.39678 | .626 | -45.0579 | 17.4722
hipertension Control captopril 16.00714 | 11.39678 | .508 | -15.2579 | 47.2722

Experimental
extracto chia 12.26250 | 11.01034 | .684 | -17.9424 | 42.4674

HSD de Tukey

Peso semana 4

Subconjunto
para alfa = .05

Grupos N 1
Control captopril 7 238.0429
Experimental extracto

chia 8 241.7875
Control hipertension 8 254.0500
SANO 7 267.8429
Sig. .066

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.467.

b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Peso semanab

Descriptivos

Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacién Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
SANO 7 | 270.0571 | 22.54247 | 8.52025 | 249.2088 | 290.9054 | 242.60 | 310.10
g:p?tgglril 7 | 238.7571 20.09095 | 7.59366 | 220.1761 | 257.3382 | 219.00 | 267.40
Experimental
extracto chia 8 | 229.1625 16.80493 | 5.94144 | 215.1132 | 243.2118 | 204.50 | 247.10
Control
hi . 8 | 259.5875 25.26525 | 8.93261 | 238.4652 | 280.7098 | 232.00 | 302.00
ipertension
Total 30 | 249.0567 26.12908 | 4.77050 | 239.2999 | 258.8134 | 204.50 | 310.10
ANOVA
Peso semana 5
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 7883.112 3 2627.704 5.733 .004
Intra-grupos 11916.022 26 458.309
Total 19799.134 29

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Peso semana 5

HSD de Tukey

Intervalo de confianza
al 95%

Diferencia de Error Limite Limite
(1) Grupos (J) Grupos medias (I-J) tipico Sig. | superior inferior
SANO Control captopril 31.30000 | 11.44313 | .051 -0922 | 62.6922
Experimental 40.89464(*) | 11.07977 | .005 | 10.4993 | 71.2900

extracto chia

Control

hipertensién 10.46964 | 11.07977 | .781| -19.9257 | 40.8650
Control captopril  SANO -31.30000 | 11.44313 | .051 | -62.6922 .0922
Experimental 0.59464 | 11.07977 | .822 | -20.8007 | 39.9900

extracto chia
ﬁ.on“o' g -20.83036 | 11.07977 | .261 | -51.2257 9.5650

ipertensién

Experimental SANO

extracto chia -40.89464(*) | 11.07977 | .005 | -71.2900 | -10.4993
Control captopril -9.59464 | 11.07977 | .822 | -39.9900 | 20.8007
ﬁ.on“o' y -30.42500(*) | 10.70407 | .040 | -59.7897 | -1.0603

ipertensién
Control SANO -10.46964 | 11.07977 | .781 | -40.8650 | 19.9257
hipertension Control captopril 20.83036 | 11.07977 | .261 -9.5650 | 51.2257

Experimental
extracto chia 30.42500(%) | 10.70407 | .040 1.0603 | 59.7897

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

Semanab

139




HSD de Tukey

Subconjunto para alfa = .05
Grupos N 1 2 3
Experimental extracto
chia 8| 229.1625
Control captopril 7| 238.7571| 238.7571
Control hipertension 8 259.5875 259.5875
SANO 7 270.0571
Sig. 822 261 781

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Peso Semana 6

Descriptivos

Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacion Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
SANO 7 | 276.1286 23.03893 | 8.70790 | 254.8211 | 297.4360 | 249.60 | 314.60
g;’r;‘tgg'r” 7| 2448571 22.87603 | 8.64633  223.7003 | 266.0139 | 218.20 | 281.20
Experimental
extracto chia 8 | 248.9000 16.94478 | 5.99089 | 234.7338 | 263.0662 | 227.90 | 268.70
Control
hi L. 8 | 268.6875 31.83796 | 11.25642 | 242.0703 | 295.3047 | 232.50 | 326.10
ipertension
Total 30 | 259.5867 26.54891 | 4.84715 | 249.6731 | 269.5002 | 218.20 | 326.10
ANOVA
Peso semana 6
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 5010.394 3 1670.131 2.814 .059
Intra-grupos 15430.100 26 593.465
Total 20440.495 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: Peso semana 6

HSD de Tukey

Diferencia de Intervalo de confianza
(1) Grupos (J) Grupos medias (I-J) | Error tipico Sig. al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior inferior
SANO Control 31.27143 |  13.02158 102 | -4.4509 |  66.9938
captopril
Experimental 27.22857 |  12.60809 161 | -7.3505| 618166
extracto chia
Control
hipertension 7.44107 12.60809 934 | -27.1470 42.0291
Control captopril SANO -31.27143 13.02158 .102 | -66.9938 4.4509
Experimental -4.04286 |  12.60809 988 | -38.6309 30.5452
extracto chia
ﬁon”o' y -23.83036 |  12.60809 257 | -58.4184 |  10.7577
ipertension
Experimental extracto SANO
o -27.22857 | 12.60809 161 | -61.8166 7.3595
Control 4.04286 | 12.60809 988 | -30.5452 38.6309
captopril
ﬁ_on”o' y -19.78750 |  12.18057 383 | -53.2027 |  13.6277
ipertension
Control hipertension ~ SANO -7.44107 |  12.60809 934 | -42.0291 27.1470
Control 23.83036 |  12.60809 257 | -10.7577 58.4184
captopril
Experimental
extracto chia 19.78750 12.18057 383 | -13.6277 53.2027

HSD de Tukey

Peso Semana6

Subconjunto
para alfa = .05

Sig.

Grupos N 1
Control captopril 7 244.8571
Experimental extracto

chia 8 248.9000
Control hipertension 8 268.6875
SANO 7 276.1286

.087

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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e Colesterol total

Descriptivos

COL.INICIO
Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviaci6 Error Limite Limite Minim | Maxim
N Media n tipica tipico inferior superior 0 0
GRUPO 1 104.642
SANO 7 41.61902 | 15.73051 66.1517 | 143.1340 | 25.00 | 140.00
9
GRUPO 2
CONTROL 7| 1319281 1466410 | 554251 |  118.3665 | 145.4906 | 112.50 | 159.00
CAPTOPRIL 6
GRUPO 3
EXPERIMENT | g | 1203751 1750819 | 622100 |  105.6625 | 135.0875 | 96.00 | 141.00
AL CHIA 0
GRUPO 4
HIPERTENSI 8 ’ 5 39.36993 | 13.91937 70.3134 | 136.1416 | 62.50 | 160.00
ON
Total 30 114'82; 3151178 | 575324 |  103.0606 | 126.5940 | 25.00 | 160.00
ANOVA
COL.INICIO
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 4095.893 3 1365.298 1.437 .255
Intra-grupos 24700.885 26 950.034
Total 28796.778 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: COL.INICIO

HSD de Tukey
Diferencia
de medias Error Intervalo de confianza
() GRUPO (J) GRUPO (I-9) tipico Sig. al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2
CONTROL -27.28571 | 16.4753 .366 | -72.4830 17.9115
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -15.73214 | 15.9522 758 | -59.4942 28.0299
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 1.41536 | 15.9522 1.000 | -42.3467 45,1774
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL 27.28571 | 16.4753 .366 | -17.9115 72.4830
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 11.55357 | 15.9522 .887 | -32.2085 55.3156
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 28.70107 | 15.9522 .296 | -15.0610 72.4631
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 15.73214 | 15.9522 .758 | -28.0299 59.4942
CHIA
GRUPO 2
CONTROL -11.55357 | 15.9522 .887 | -55.3156 32.2085
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL 17.14750 | 15.4113 .685 | -25.1307 59.4257
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO
CONTROL -1.41536 | 15.9522 1.000 | -45.1774 42.3467
HIPERTENSION
GRUPO 2
CONTROL -28.70107 | 15.9522 .296 | -72.4631 15.0610
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -17.14750 | 15.4113 .685 | -59.4257 25.1307
CHIA

HSD de Tukey

COL.INICIO

Subconjunto

para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 103.2275
GRUPO 1 SANO 104.6429
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 120.3750
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 131.9286
Sig. 296

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Descriptivos

COL.FIN
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci Error Limite superi | Minim | Maxim
N Media | 6én tipica | tipico inferior or 0 0
SARIQJOPO]' 71 97928 | 47.01102 | 17.768 54.4506 | 141.40 28.50 | 172.50
GRUPO 2
CONTROL 7 | 119.57 | 11.92836 | 4.5085 | 108.5395 | 130.60 | 109.50 | 139.50
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTA 8 | 114.37 | 17.22902 | 6.0913 99.9712 | 128.77 81.00 | 135.00
L CHIA
GRUPO 4
CONTROL
HIPERTENSIO 8 | 113.00 | 15.85650 | 5.6061 99.7436 | 126.25 | 90.00 | 130.00
N
Total 30 | 111.38 | 26.11701 | 4.7682 | 101.6311 | 121.13 | 28.50 | 172.50
ANOVA
COL.FIN
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1829.038 3 609.679 .883 .463
Intra-grupos 17951.804 26 690.454
Total 19780.842 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: COL.FIN

HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de confianza
() GRUPO (J) GRUPO (1-9) tipico Sig. al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2
CONTROL -21.64286 | 14.04538 429 -60.1738 16.8881
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -16.44643 | 13.59938 .627 -53.7539 20.8610
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -15.07143 | 13.59938 .688 -52.3789 22.2360
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL 21.64286 | 14.04538 429 -16.8881 60.1738
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 5.19643 | 13.59938 .981 -32.1110 42.5039
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 6.57143 | 13.59938 .962 -30.7360 43.8789
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 16.44643 | 13.59938 .627 -20.8610 53.7539
CHIA
GRUPO 2
CONTROL -5.19643 | 13.59938 .981 -42.5039 32.1110
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL 1.37500 | 13.13825 1.000 -34.6674 37.4174
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO
CONTROL 15.07143 | 13.59938 .688 -22.2360 52.3789
HIPERTENSION
GRUPO 2
CONTROL -6.57143 | 13.59938 .962 -43.8789 30.7360
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -1.37500 | 13.13825 1.000 -37.4174 34.6674
CHIA

COL.FIN
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 1 SANO 7 97.9286
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 113.0000
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 114.3750
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 119.5714
Sig. 401

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
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b Los tamarfios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

o Triglicéridos

ANOVA
TRIGL.INICIO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 37526.928 3 12508.976 2.826 .058
Intra-grupos 115092.286 26 4426.626
Total 152619.215 29
Descriptivos
TRIGL.INICIO
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacion | Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1
SANO 7 | 101.57 | 70.10434 26.496 36.7357 | 166.40 21.50 | 207.50
GRUPO 2
CONTROL 7 | 96.857 | 38.40759 14.516 61.3360 | 132.37 55.50 | 171.00
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTA 8 | 108.62 | 86.90337 | 30.724 35.9720 | 181.27 15.00 | 294.00
L CHIA
GRUPO 4
CONTROL
HIPERTENSIO 8 | 182.05 | 58.41763 | 20.653 | 133.2116 | 230.88 | 135.00 | 298.90
N
Total 30 | 123.81 | 72.54469 | 13.244 | 96.7247 | 150.90 | 15.00 | 298.90
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: TRIGL.INICIO

HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de confianza
() GRUPO (J) GRUPO (I-9) tipico Sig. al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2
CONTROL 471429 | 35.56333 .999 -92.8473 | 102.2759
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -7.05357 | 34.43405 .997 -101.5172 87.4100
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -80.47857 | 34.43405 115 -174.9422 13.9850
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL -4.71429 | 35.56333 999 -102.2759 92.8473
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -11.76786 | 34.43405 .986 -106.2315 82.6957
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -85.19286 | 34.43405 .088 -179.6565 9.2707
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 7.05357 | 34.43405 .997 -87.4100 | 101.5172
CHIA
GRUPO 2
CONTROL 11.76786 | 34.43405 .986 -82.6957 | 106.2315
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL -73.42500 | 33.26645 .148 -164.6855 17.8355
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO
CONTROL 80.47857 | 34.43405 115 -13.9850 | 174.9422
HIPERTENSION
GRUPO 2
CONTROL 85.19286 | 34.43405 .088 -9.2707 | 179.6565
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 73.42500 | 33.26645 .148 -17.8355 | 164.6855
CHIA
TRIGL.INICIO
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 96.8571
GRUPO 1 SANO 7 101.5714
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 108.6250
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 182.0500
Sig. .088

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
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b Los tamarfios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Descriptivos

TRIGLIC.FIN
Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacion Error Limite Limite
N Media tipica tipico inferior superior | Minimo | Maximo
GRUPO 1 98.928 18.1653 143.37
SANO 7 6 | 48.06110 9 54.4795 77 50.00 | 170.00
GRUPO 2
CONTROL 7 111';‘2 29.35103 11'0938 84.2826 138'22 73.50 | 165.00
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENT 8 68'56§ 29.84656 10'5522 43.6102 93'51;" 24.00 | 123.00
AL CHIA
GRUPO 4
CONTROL 198.56 14.7083 233.34
HIPERTENSIO 8 o5 | 41.60137 1| 163.7829 51 | 14350 | 291.00
N
Total 30 120'21 62.01814 | 113229 | 971587 | 143471 5400 | 291.00
7 1 46
ANOVA
TRIGLIC.FIN
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 74162.376 3 24720.792 17.195 .000
Intra-grupos 37378.866 26 1437.649
Total 111541.242 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: TRIGLIC.FIN

HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de
() GRUPO (J) GRUPO (I-9) tipico Sig. confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior | superior inferior
GRUPO 1 SANO _ GRUPO 2 202671
CONTROL 1250000 | 29270 026 | -68.0092 | 430992
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL | 30.36607 19'6233 425 | 23.4677 | 84.1998
CHIA
GRUPO 4 -
CONTROL 99.63393( 19'6233 000 | -153.4677 | o o0
HIPERTENSION ) :
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO 202671
CONTROL 1250000 | 29271 926 | -43.0092 | 68.0992
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL | 42.86607 19'6233 154 | -10.9677 | 96.6998
CHIA
GRUPO 4 -
CONTROL 87.13393( 19'6233 001 | -140.9677 | o o0
HIPERTENSION ) :
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO 16,6235
EXPERIMENTAL 3036607 | %% 25| 841998 | 23.4677
CHIA
GRUPO 2
CONTROL -42.86607 19'6233 154 -96.6998 | 10.9677
CAPTOPRIL
GRUPO 4 -
CONTROL 130.00000 18'958$ 000 | -182.0083 | . o0 >
HIPERTENSION *) :
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO
vty 99.63393)( 19.6233 000! 45.8002 153.46;
HIPERTENSION
GRUPO 2
i) 87.1339:1)( 19.623? oo1| 233002 140.96;
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL | 130-00000 1 18.9581 1 0 | 779917 | 182.008
CHIA *) ! 3

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

TRIGLIC.FIN
HSD de Tukey

GRUPO

Subconjunto para alfa =
.05

2 1

GRUPO 3
GRUPO 1 SANO
CAPTOPRIL

HIPERTENSION
Sig.

GRUPO 2 CONTROL

GRUPO 4 CONTROL

EXPERIMENTAL CHIA 8

68.5625
98.9286

111.4286

198.5625

154 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.467.
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b Los tamarfios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media arménica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

e Colesterol LDL

Descriptivos

LDLINICIO
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci Error Limite superi | Minim | Maxim
N Media | 6n tipica | tipico inferior or 0 0
GRUPO 1 24.442 3.2915 32.496
SANO 7 9 8.70849 0 16.3888 9 17.40 41.75
GRUPO 2
CONTROL 7 32'943 5.55288 2'098; 27.8073 | 38078 | 2265 | 38.70
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTA 8 32.050 9.10632 3.2195 24.4369 39.663 21.15 47.85
0 7 1
L CHIA
GRUPO
CONTROL 26.428 29112 33.313
HIPERTENSIO 8 9 8.23428 6 19.5449 0 18.50 41.23
N
Total 30 28'982 8.46214 1'5443 25.8246 32'14‘2‘ 17.40 | 47.85
ANOVA
LDLINICIO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 381.492 3 127.164 1.950 146
Intra-grupos 1695.133 26 65.197
Total 2076.625 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: LDLINICIO
HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de
() GRUPO (J) GRUPO (I-9) tipico Sig. confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2
CONTROL -8.50000 | 4.31600 .225 -20.3402 3.3402
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL -7.60714 | 4.17895 .287 -19.0713 3.8570
CHIA
GRUPO
CONTROL -1.98607 | 4.17895 .964 -13.4503 9.4781
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL 8.50000 | 4.31600 .225 -3.3402 | 20.3402
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL .89286 | 4.17895 .996 -10.5713 | 12.3570
CHIA
GRUPO
CONTROL 6.51393 | 4.17895 419 -4.9503 | 17.9781
HIPERTENSION
GRUPO GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 7.60714 | 4.17895 .287 -3.8570 | 19.0713
CHIA
GRUPO 2
CONTROL -.89286 | 4.17895 .996 -12.3570 | 10.5713
CAPTOPRIL
GRUPO
CONTROL 5.62108 | 4.03725 515 -5.4544 | 16.6965
HIPERTENSION
GRUPO GRUPO 1 SANO
CONTROL 1.98607 | 4.17895 .964 -9.4781 | 13.4503
HIPERTENSION
GRUPO 2
CONTROL -6.51393 | 4.17895 419 -17.9781 4.9503
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL -5.62108 | 4.03725 515 -16.6965 5.4544
CHIA
LDLINICIO
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 1 SANO 7 24.4429
GRUPO CONTROL
HIPERTENSION 8 26.4289
GRUPO
EXPERIMENTAL CHIA 8 32.0500
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 32.9429
Sig. .202

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.467.
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b Los tamarfios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Descriptivos

LDLFIN
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviacié | Error Limite superio Maxim
N Media n tipica tipico inferior r Minimo 0
GRUPO 1 21.450 3.2424 29.384
SANO 7 0 8.57875 6 13.5160 0 7.40 32.75
GRUPO 2
CONTROL 7 27'608 3.67219 1'3872 24.2038 30'992 23.55 32.70
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTA 8 28.218 6.81290 2.4087 22.5230 33.914 22.10 43.35
8 3 5
L CHIA
GRUPO
CONTROL 29.925 2.7011 36.312
HIPERTENSIO 8 0 7.63989 1 23.5379 1 20.40 46.00
N
Total 30 26'958 732110 | T30 242163 299931 740 46.00
ANOVA
LDLFIN
Suma de Media
cuadrados cuadratica F Sig.
Inter-grupos 298.390 3 99.463 2.059 .130
Intra-grupos 1255.965 26 48.306
Total 1554.355 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: LDLFIN

HSD de Tukey

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Intervalo de confianza
_ _ al 95%
Diferencia
de medias Error Limite Limite
() GRUPO (J) GRUPO (1-J) tipico Sig. superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2
CONTROL -6.15000 | 3.71508 .367 -16.3416 4.0416
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL -6.76875 | 3.59711 .260 -16.6368 3.0993
CHIA
GRUPO
CONTROL -8.47500 | 3.59711 JA11 -18.3430 1.3930
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL 6.15000 | 3.71508 .367 -4.0416 | 16.3416
CAPTOPRIL GRUPO
EXPERIMENTAL -.61875 | 3.59711 .998 -10.4868 9.2493
CHIA
GRUPO
CONTROL -2.32500 | 3.59711 916 -12.1930 7.5430
HIPERTENSION
GRUPO GRUPO 1 SANO
EXPERIMENTAL 6.76875 | 3.59711 .260 -3.0993 | 16.6368
CHIA GRUPO 2
CONTROL .61875 | 3.59711 .998 -9.2493 | 10.4868
CAPTOPRIL
GRUPO
CONTROL -1.70625 | 3.47514 .960 -11.2397 7.8272
HIPERTENSION
GRUPO GRUPO 1 SANO
CONTROL 8.47500 | 3.59711 JA11 -1.3930 | 18.3430
HIPERTENSION GRUPO 2
CONTROL 2.32500 | 3.59711 916 -7.5430 | 12.1930
CAPTOPRIL
GRUPO
EXPERIMENTAL 1.70625 | 3.47514 .960 -7.8272 | 11.2397
CHIA
LDLFIN
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 1 SANO 7 21.4500
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 27.6000
GRUPO
EXPERIMENTAL CHIA 8 28.2188
GRUPO CONTROL
HIPERTENSION 8 29.9250
Sig. 111
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« Proteina C reactiva (PCR)

Descriptivos

PCRINICIO
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviac Limite
ion Error Limite | superi | Minim | Maxi
N Media | tipica tipico inferior or 0 mo
GRUPO 1 .| 486.6 304102 | 11.49 | 458.536 | 514.7 | 446.7 | 524.3
SANO 610 7 400 2 858 0 6
GRUPO 2 508.9 | 28.0692 | 10.60 | 482.999 | 534.9 | 476.0 | 547.9
CONTROL 7| 594 1 o016 7| 101 6 3
CAPTOPRIL
GRUPO 3 503.5 | 20.9177 | 10.57 | 478.580 | 528.6 | 471.8  543.6
EXPERIMEN 8| o1 ol 750 ol 036 1 8
TAL CHIA
GRUPO 4
CONTROL g | 5015252989 | 8.944 | 480.412 | 522.7 | 465.2 | 537.4
HIPERTENSI 634 5 53 9 138 5 9
ON
Total 30| 500-3 | 281303 | 5135 | 489.848 | 510.8 | 446.7 | 547.9
528 3 87 8 568 0 3
ANOVA
PCRINICIO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1926.418 3 642.139 .794 .508
Intra-grupos 21021.727 26 808.528
Total 22948.145 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: PCRINICIO

HSD de Tukey

Intervalo de confianza
Diferencia al 95%
de medias Error Limite Limite
(h GRUPO (J) GRUPO (1-J) tipico Sig. superior inferior
GRUPO 1 SANO  GRUPO 2 15 1089
CONTROL -22.29836 e 471 |  -63.9939 | 19.3972
CAPTOPRIL
GRUPO 3 14.7163
EXPERIMENTAL | -16.93075 e 662 | -57.3023 | 23.4408
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -14.90237 14'7162 744 | -55.2739 | 25.4692
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO 15.1989
CONTROL 22.29836 : 471 | -19.3972 | 63.9939
CAPTOPRIL GRUPO 3 Lr16s
EXPERIMENTAL 5.36761 R 983 | -35.0040 | 45.7392
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 730509 | 71031 95| 320756 | a7.7676
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO 14.7163
EXPERIMENTAL 16.93075 > .662 -23.4408 | 57.3023
cHiA GRUPO 2 14.7163
CONTROL -5.36761 R 983 | -45.7392 | 35.0040
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL 202838 | 22 999 | 36.9743 | 41.0310
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO 14.7163
CONTROL 14.90237 5 744 | -25.4692 | 55.2739
HIPERTENSION 5060 5 Lr16s
CONTROL -7.39599 e 958 |  -47.7676 | 32.9756
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL | -2.02838 14'21715’ 999 | -41.0310 | 36.9743
CHIA
PCRINICIO
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 1 SANO 7 486.6610
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 501.5634
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 503.5918
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 508.9594
Sig. 443

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Descriptivos

PCRFIN
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci Error Limite superi | Minim | Maxim
N Media | 6n tipica | tipico inferior or 0 0
GRUPO 1 499.02 10.665 525.12
SANO 7 45 28.21722 10 472.9279 10 472.59 | 536.34
GRUPO 2
CONTROL 7 OM38 1 a737680 | 10377 age.0686 | 22070 | 47954 | 54136
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTA 8 503.68 28.43641 10.053 479.9149 527.46 474,52 | 541.74
84 79 18
L CHIA
GRUPO 4
CONTROL 502.52 9.8456 525.81
HIPERTENSIO 8 93 27.84764 3 479.2481 05 474,13 | 542.52
N
Total 30 | 20498 o6 86804 | 49055 | 4940546 | 21412 | 47259 | 54252
76 7 06
ANOVA
PCRFIN
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 573.211 3 191.070 244 .865
Intra-grupos 20363.042 26 783.194
Total 20936.253 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: PCRFIN

HSD de Tukey

Intervalo de confianza
. _ al 95%
Diferencia
de medias Error Limite Limite
() GRUPO (J) GRUPO (1-J) tipico Sig. superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 14.9589
CONTROL -12.36345 3 .841 -53.4006 | 28.6737
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -4.66389 | 144839 .988 -44.3979 | 35.0701
3
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 350482 | 1449931 005 432380 | 36.2202
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO 14.9589
CONTROL 12.36345 R .841 -28.6737 | 53.4006
CAPTOPRIL
GRUPO 3 14.4839
EXPERIMENTAL 7.69956 ' .951 -32.0345 | 47.4336
3
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8.85863 14'4832 927 | -30.8754 | 48.5927
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO 14.4839
EXPERIMENTAL 4.66389 ’ 3 .988 -35.0701 | 44.3979
CHIA
GRUPO 2 14.4839
CONTROL -7.69956 3 .951 -47.4336 | 32.0345
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL 115007 | 399281 1000 | 372277 | 30.5458
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO 14.4839
CONTROL 3.50482 3 .995 -36.2292 | 43.2389
HIPERTENSION
GRUPO 2 14.4839
CONTROL -8.85863 T .927 -48.5927 | 30.8754
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -1.15907 | 13:9928 1.000 -39.5458 | 37.2277
0
CHIA
PCRFIN
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 1 SANO 7 499.0245
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 502.5293
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 503.6884
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 511.3879
Sig. .828

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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e Enzimas hepaticas (ALT; AST y LDH)

Descriptivos

ALTINICIO
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviacié Error Limite superio Maxim
N Media n tipica tipico inferior r Minimo 0
GRUPO 1 111.00 31.2349 187.42
SANO 7 00 82.63978 0 34.5710 90 59.00 | 294.00
GRUPO 2
CONTROL 7 94'283 36.08654 13'6393 60.9112 127'82 68.00 | 172.00
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTA g| 8870 1634035 | 577788 | 750875 | 19241 | 61.00| 116.00
0 25
L CHIA
GRUPO 4
CONTROL ) 8 107'88 72.21199 25'530; 47.1293 167'3? 40.00 | 225.00
HIPERTENSION
Total 30| 10023 | 5561486 | 101938 | 794664 | 12100 4000 | 294.00
33 4 03
ANOVA
ALTINICIO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2536.438 3 845.479 252 .859
Intra-grupos 87160.929 26 3352.343
Total 89697.367 29
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Comparaciones multiples
Variable dependiente: ALTINICIO

HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de confianza
() GRUPO (J) GRUPO (I-9) tipico Sig. al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 30.9485
CONTROL 16.71429 ' 4 948 | -68.1875 | 101.6160
CAPTOPRIL
GRUPO 3 29.9658
EXPERIMENTAL 22.25000 ' 0 .879 | -59.9558 | 104.4558
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 3.50000 29'965(8) .999 | -78.7058 85.7058
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO 30.9485 i
CONTROL -16.71429 ' 4 .948 101.6160 68.1875
CAPTOPRIL '
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 5.53571 29.9658 998 | -76.6701 87.7415
0
CHIA
GRUPO 4
CONTROL -13.21429 29'9653 971 | -95.4201 68.9915
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO 20.9658 i
EXPERIMENTAL -22.25000 ' .879 59.9558
0 104.4558
CHIA
GRUPO 2
CONTROL -5.53571 29'9653 .998 | -87.7415 76.6701
CAPTOPRIL
GRUPO 4
CONTROL -18.75000 28'9491 915 | -98.1683 60.6683
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO 20.9658
CONTROL -3.50000 ' 0 .999 | -85.7058 78.7058
HIPERTENSION
GRUPO 2
CONTROL 13.21429 29'9653 971 | -68.9915 95.4201
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTAL 18.75000 28'9491 915 | -60.6683 98.1683
CHIA

ALTINICIO
HSD de Tukey

Subconjunto
para alfa = .05

Sig.

GRUPO N 1
GRUPO 3

EXPERIMENTAL CHIA 8 88.7500
GRUPO 2 CONTROL

CAPTOPRIL 7 94.2857
GRUPO 4 CONTROL

HIPERTENSION 8 107.5000
GRUPO 1 SANO 7 111.0000

.879

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.467.
b Los tamarfios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media arménica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Descriptivos

ALTFIN
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci6 Error Limite superio Méaxim
N Media n tipica tipico inferior r Minimo 0
GRUPO 1 91.571 6.8238 108.26
SANO 7 4 18.05415 3 74.8741 87 74.00 | 120.00
GRUPO 2
CONTROL 7 145'88 11.98610 4'5302 133.9147 156'22 122.00 | 155.00
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTA g 18371 5316363 | B89 940007 | 13274 8500  164.00
50 8 03
L CHIA
GRUPO 4
CONTROL 92.125 6.9164 108.47
HIPERTENSIO 8 0 19.56263 3 75.7702 98 69.00 | 121.00
N
Total 30| 110001 5807134 | 512511 995180 | 12048 | 6900 | 164.00
00 0 20
ANOVA
ALTFIN
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 13599.536 3 4533.179 12.739 .000
Intra-grupos 9252.464 26 355.864
Total 22852.000 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: ALTFIN

HSD de Tukey

Intervalo de
confianza al 95%
Diferencia Limite
de medias Error superio Limite
() GRUPO (J) GRUPO (I-J) tipico Sig. r inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 | 10.0834 -
CONTROL 53.42857( ’ > .000 -81.0906 | 25.766
CAPTOPRIL *) 5
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -21.80357 | 9.76323 141 -48.5872 | 4.9801
CHIA
GRUPO 4 26.230
CONTROL i -.55357 | 9.76323 1.000 -27.3372 ' 1
HIPERTENSION
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO
CONTROL 53.42851)( 10.083421 000 25 7665 81.09(6)
cAPTOPRIL GRUPO 3 31.62500( 58.408
EXPERIMENTAL ’ * 9.76323 .016 4.8413 '
) 7
CHIA
GRUPO 4
CONTROL 52'87502)( 076323 | 000 260013 | 008
HIPERTENSION
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO 48.587
EXPERIMENTAL 21.80357 | 9.76323 141 -4.9801 2
CHIA GRUPO 2 -
CONTROL 31.62500( | 9.76323 .016 -58.4087 | -4.8413
CAPTOPRIL *)
GRUPO 4 47.125
CONTROL i 21.25000 | 9.43218 .136 -4.6255 ' 5
HIPERTENSION
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO 27337
CONTROL 55357 | 9.76323 | 1.000 | -26.2301 >
HIPERTENSION GRUPO 2 ) )
CONTROL 52.87500( | 9.76323 .000 -79.6587 26.091
CAPTOPRIL *) 3
GRUPO 3
EXPERIMENTAL -21.25000 | 9.43218 .136 -47.1255 | 4.6255
CHIA

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

ALTFIN
HSD de Tukey

Subconjunto para alfa =
.05
GRUPO N 2 1
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 92.1250
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8| 113.3750
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 145.0000
Sig. 141 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.467.
b Los tamarfios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media arménica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Descriptivos

AST.INICIO
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci Error Limite superi | Minim | Maxim
N Media | 6On tipica | tipico inferior or 0 0
GRUPO 1 194.28 | 87.5075 | 33.074 275.21
SANO 7 57 5 75 113.3547 67 125.00 | 350.00
GRUPO 2
CONTROL 7| 203371 80.9460 1 328021 1831507 | 3433° | 145.00 | 396.00
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENT 8 254'38 996955 35'2‘51; 171.1527 337'33 104.00 | 378.00
AL CHIA
GRUPO 4
CONTROL 255.50 | 152.014 | 53.745 382.58
HIPERTENSIO 8 00 10 10 128.4130 70 109.00 | 545.00
N
Total 242.83 | 108.994 | 19.899 283.53
30 33 81 64 202.1340 57 104.00 | 545.00
ANOVA
AST.INICIO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 21881.024 3 7293.675 .588 .628
Intra-grupos 322635.143 26 12409.044
Total 344516.167 29
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: AST.INICIO

HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de
() GRUPO (J) GRUPO (I-9) tipico Sig. confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 50,5436 -
CONTROL -69.28571 Y 654 | 232.632 | 94.0614
CAPTOPRIL 9
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL | -60.21429 | 27-6528 725 | 218.374 | 97.9459
5
CHIA 5
GRUPO 4 -
CONTROL -61.21429 57'652§ 715 | 219.374 | 96.9459
HIPERTENSION 5
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO 59.5436
CONTROL 69.28571 T .654 | -94.0614 | 232.6329
CAPTOPRIL
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL | 0.07143 | 276928 | 999 | 140088 | 167.2316
5
CHIA 8
GRUPO 4 -
CONTROL 8.07143 57'6522 999 | 150.088 | 166.2316
HIPERTENSION 8
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO 57 6528
EXPERIMENTAL 60.21429 e 725 | -97.9459 | 218.3745
CHIA
GRUPO 2 -
CONTROL -0.07143 57'6522 999 | 167.231 | 149.0888
CAPTOPRIL 6
GRUPO 4 .
CONTROL -1.00000 55'6973 1.000 | 153.797 | 151.7973
HIPERTENSION 3
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO 57 6528
CONTROL 61.21429 R 715 | -96.9459 | 219.3745
HIPERTENSION
GRUPO 2 -
CONTROL -8.07143 57'652g 999 | 166.231 | 150.0888
CAPTOPRIL 6
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL 1.00000 | 2269791 1 600 | 151.797 | 153.7973
CHIA 4 3

AST.INICIO
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 1 SANO 7 194.2857
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 254.5000
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 255.5000
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 263.5714
Sig. 631

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armonica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Descriptivos

AST.FINAL
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci6 Error Limite superio Maxim
N Media n tipica tipico inferior r Minimo 0
GRUPO 1 SANO 7 330'88 32.53204 12'2952 299.9129 360'3? 290.00 | 380.00
GRUPO 2
CONTROL 7 329'1% 52.60454 19'8822 281.0632 378'22 281.00 | 440.00
CAPTOPRIL
GRUPO 3
EXPERIMENTA g | 25700 1 41 97558 | 149577 | ooo 5764 | 291421 50500 | 315.00
00 7 36
L CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 306'2(7) 97.10221 34'3302 2251955 387'22 210.00 | 510.00
HIPERTENSION
Total 30 | 304161 g6 41047 | 121248 5793686 | 32896 | 20500 | 510.00
67 4 47
ANOVA
AST.FINAL
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 27076.863 3 9025.621 2.327 .098
Intra-grupos 100823.304 26 3877.819
Total 127900.167 29
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Comparaciones multiples
Variable dependiente: AST.FINAL

HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de
() GRUPO (J) GRUPO (I-9) tipico Sig. confianza al 95%
Limite
Limite Limite Limite | superio Limite
inferior superior | inferior r inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 33.2858 -
CONTROL .28571 ) 6 1.000 | 91.028 91.5995
CAPTOPRIL 0
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL | 73.00000 | 322288 | 133 15414 | 161.4142
9
CHIA 2
GRUPO 4 -
CONTROL 23.62500 32'2288 .883 | 64.789 | 112.0392
HIPERTENSION 2
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO 33.2858 -
CONTROL -.28571 ) 6 1.000 | 91.599 91.0280
CAPTOPRIL 5
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL | 72.71429 32'2288 135 | 15.699 | 161.1285
CHIA 9
GRUPO 4 -
CONTROL 23.33929 32'2283 .887 | 65.074 | 111.7535
HIPERTENSION 9
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO 322288 -
EXPERIMENTAL -73.00000 ) 9 133 | 161.41 15.4142
CHIA 42
GRUPO 2 -
CONTROL -72.71429 32'2288 135 | 161.12 15.6999
CAPTOPRIL 85
GRUPO 4 -
CONTROL -49.37500 31'1363 404 | 134.79 36.0412
HIPERTENSION 12
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO 322288 -
CONTROL -23.62500 ) 9 .883 | 112.03 64.7892
HIPERTENSION 92
GRUPO 2 -
CONTROL -23.33929 32'2288 .887 | 111.75 65.0749
CAPTOPRIL 35
GRUPO 3 31.1360 -
EXPERIMENTAL | 49.37500 ) 404 | 36.041 | 134.7912
CHIA 7 2

AST.FINAL
HSD de Tukey

Subconjunto
para alfa = .05

Sig.

GRUPO N 1
GRUPO 3

EXPERIMENTAL CHIA 8 257.0000
GRUPO 4 CONTROL

HIPERTENSION 8 306.3750
GRUPO 2 CONTROL

CAPTOPRIL 7 329.7143
GRUPO 1 SANO 7 330.0000

.133

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armonica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media arménica de los tamafios de los

grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Descriptivos

LDH.INICIO
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci6 Error Limite superio Méaxim
N Media n tipica tipico inferior r Minimo 0
GRUPO 1 8587.8 | 8444.583 | 3191.75 16397. 22935.
SANO [ 28 247 | 17792021 “5q,y | 488.00 00
GRUPO 2
CONTROL 7 776567.22 8585.7?3 32452.1(1) 173.6217 153730670. 78700 2263050.
CAPTOPRIL
GRUPO 3
7631.2 | 8474.112 | 2996.05 14715. 23280.
EXPERIMENTA 8 500 51 121 546.7147 7853 746.00 00
L CHIA
GRUPO 4
CONTROL 8 811285.(1) 9061.825 32032;3‘31 542 2519 159699831. 321.00 257700d
HIPERTENSION
Total 30 8015.9 | 8203.524 | 1497.75 | 4952.686 | 11079. 321.00 25770.
333 49 181 9 1797 ) 00
ANOVA
LDH.INICIO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 3991345.7; 3 1330448.52 018 997
Intra-grupos 1947645264 26 74909433.2
.090 34
Total 1951636609 29
.867
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Variable dependiente: LDH.INICIO

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Diferencia
de medias Error Intervalo de
() GRUPO (J) GRUPO (1-3) tipico Sig. confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 -
CONTROL 821.00000 46264?8 998 | 11870.4 13512';‘2
CAPTOPRIL 336
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL | 956.60714 44796‘2“; 996 | 11331.8 13245'23
CHIA 206
GRUPO 4 -
CONTROL 469.73214 44790"2“7) 1.000 | 11818.6 12758'38
HIPERTENSION 956
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO | 462630 - | 1187043
CONTROL 821.00000 470 .998 | 13512.4 36
CAPTOPRIL : 336
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL | 135.60714 44790"21'2 1.000 | 12152.8 12424'2‘3
CHIA 206
GRUPO 4 .
CONTROL 25126780 44790"2“7) 1.000 | 12639.6 11937'38
HIPERTENSION ' 956
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO -
EXPERIMENTAL 056.60714 44790"2"3 1996 | 13245.0 11331'32
CHIA : 349
GRUPO 2 -
CONTROL 135.6071 ‘; 44790"2"? 1.000 | 12424.0 12152'32
CAPTOPRIL : 349
GRUPO 4 -
CONTROL 486 87506 43271'% .999 | 12358.6 11384'%
HIPERTENSION ' 240
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO _| 447940 - | 11818.69
CONTROL 469.73214 027 1.000 | 12758.1 56
HIPERTENSION : 599
GRUPO 2 -
CONTROL 351.26786 44790"2“7) 1.000 | 11937.1 12639'22
CAPTOPRIL 599
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL | 486.87500 43271'% .999 | 11384.8 12358'%
CHIA 740
LDH.INICIO
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05
GRUPO N 1
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 7631.2500
GRUPO 2 CONTROL
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 8118.1250
GRUPO 1 SANO 7 8587.8571
Sig. .996

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 7.467.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Descriptivos

LDH.FINAL
Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Limite
Desviaci Error Limite superi | Minim | Maxim
N Media | 6n tipica | tipico inferior or 0 0
GRUPO 1 7 15985 | 2888.44 | 1091.7 | 13314.34 | 18657 | 11955 | 20640
SANO .7143 888 3106 46 | .0839 .00 .00
GRUPO 2
CONTROL 7 15627 | 2899.09 | 1095.7 | 12946.64 | 18309 | 11460 | 20325
CAPTOPRIL .8571 592 5526 06 | .0737 .00 .00
GRUPO 3
EXPERIMENT 8 13612 | 5150.68 | 1821.0 | 9306.417 | 17918 | 6600. | 19700
AL CHIA .5000 789 4317 2| .5828 00 .00
GRUPO 4
CONTROL 8 15318 | 5995.01 | 2119.5 | 10306.78 | 20330 | 8805. | 24860
HIPERTENSIO .7500 802 5895 95| .7105 00 .00
N
Total 30 15091 | 4407.28 | 804.65 | 13445.79 | 16737 | 6600. | 24860
.5000 201 593 38 | .2062 00 .00
ANOVA
LDH.FINAL
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 255237551.‘71 3 8507918.51 411 746
Intra-grupos 537776151. 26 20683698.1
786 46
Total 563299907. 29
500
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: LDH.FINAL

HSD de Tukey

Diferencia
de medias Error Intervalo de
() GRUPO (J) GRUPO ((BN) tipico Sig. confianza al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior | inferior | superior inferior
GRUPO 1 SANO GRUPO 2 -
CONTROL 357.85714 243%2; 999 | 6311.07 7026'793
CAPTOPRIL 84
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL 2373'2143 235391; .746 | 4083.95 8830'382
CHIA 48
GRUPO 4 -
CONTROL |e66.96420 | %377 | 902 | 570020 | 7124132
HIPERTENSION 48
GRUPO 2 GRUPO 1 SANO - | 243097 | 6311.078
CONTROL 357 85714 265 .999 | 7026.79 4
CAPTOPRIL ’ 27
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL 2015'357}1 235391; .827 | 4441.81 8472'522
CHIA 19
GRUPO 4 -
CONTROL  |309.10714 | %3771 909 | 614806 | 6700279
HIPERTENSION 19
GRUPO 3 GRUPO 1 SANO - -
EXPERIMENTAL 23732142 2377 746 | 883038 | 409395
CHIA 9 34
GRUPO 2 - -
CONTROL 2015.3571 235391; .827 | 8472.52 4441'813
CAPTOPRIL 4 62
GRUPO 4 - -
CONTROL 1706.2500 22736?8 .876 | 7944.46 4531'962
HIPERTENSION 0 80
GRUPO 4 GRUPO 1 SANO - | 2353.77 | 5790204
CONTROL i 666.96429 915 992 | 7124.13 8
HIPERTENSION ’ 34
GRUPO 2 -
CONTROL s00.1071a | oIl 999 676627 | 140007
CAPTOPRIL ’ 62
GRUPO 3 -
EXPERIMENTAL [ 17002500 1 227395 | g76 | 4531.96 | 7944403
CHIA 80

LDH.FINAL
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa = .05

GRUPO N 1
GRUPO 3
EXPERIMENTAL CHIA 8 13612.5000
GRUPO 4 CONTROL
HIPERTENSION 8 15318.7500
GRUPO 2 CONTROL
CAPTOPRIL 7 15627.8571
GRUPO 1 SANO 7 15985.7143
Sig. 746

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armonica = 7.467.
b Los tamarfios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media arménica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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