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RESUMEN

Sacha inchi es una planta nativa de la Amazonia peruana. El aceite obtenido de sus semillas contiene altos niveles de acido
alfa-linolénico y acido linoleico, que pueden proporcionar efectos protectores contra la inflamacién, las enfermedades
cardiovasculares y el cancer. En Cuba se ha cultivado la planta y se ha obtenido el aceite, por lo que es importante realizar
estudios preclinicos que evaluen su toxicidad. El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos toxicos del aceite de
Sacha inchi, luego de una tnica administracion por via oral a ratones NMRI de ambos sexos. La dosis administrada a los
animales fue de 2000 mg/kg de peso corporal, luego fueron observados en diferentes intervalos durante las primeras 24
horas y diariamente hasta los 14 dias. Se registrd el peso corporal al inicio, a los siete dias y al final de la experiencia y el
consumo de alimento se controlé durante toda la experiencia. No se produjeron muertes ni se evidenciaron signos
indicativos de toxicidad en ningin animal. Tampoco se observaron hallazgos macroscépicos durante la necropsia. En el
analisis del peso corporal y el consumo de alimentos no existieron diferencias significativas entre los grupos tratados y los
controles. La administracion de dosis orales unicas de aceite de Sacha inchi a ratones NMRI no evidenci6 signos indicativos
de toxicidad en ninguno de los sexos, mostrando una toxicidad aguda oral superior a los 2000 mg/kg de peso corporal, por
lo que segun el método de las clases de toxicidad aguda es no clasificable.

Palabras clave: aceite de Sacha inchi, administracion oral, ratones, toxicidad aguda.

ABSTRACT

Sacha inchi is a plant native to the Peruvian Amazon. The oil obtained from its seeds contains high levels of alpha-linolenic
acid and linoleic acid, which may provide protective effects against inflammation, cardiovascular disease, and cancer. In
Cuba, the plant has been cultivated and the oil has been obtained, so it is important to carry out preclinical studies to
evaluate its toxicity. The objective of this work was to determine the toxic effects of Sacha inchi oil, after a single oral
administration to NMRI mice of both sexes. The dose administered to the animals was 2000 mg/kg of body weight, then
they were observed at different intervals during the first 24 hours and daily for up to 14 days. Body weight was recorded at
the beginning, after seven days and at the end of the experience, and food consumption was controlled throughout the
experience. There were no deaths or signs indicative of toxicity in any animal. No macroscopic findings were observed
during necropsy. In the analysis of body weight and food consumption there were no significant differences between the
treated groups and the controls. The administration of single oral doses of Sacha inchi oil to NMRI mice did not show signs
indicative of toxicity in either sex, showing an acute oral toxicity greater than 2000 mg/kg of body weight, so according to
the method of the acute toxicity classes is not classifiable.

Keywords: Sacha inchi oil, oral administration, mice, acute toxicity.
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La dislipidemia es un trastorno de los lipidos en la sangre, caracterizada clinicamente por un aumento de los
niveles de colesterol o hipercolesterolemia y/o un incremento de las concentraciones de triglicéridos (TG) o
hipertrigliceridemia, que ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial (Noubiap et al., 2018). Los
niveles elevados de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL-C, siglas en inglés) en plasma son
un factor causal importante de la cardiopatia isquémica y del accidente cerebrovascular isquémico tanto en el
mundo desarrollado como en desarrollo (Pirillo et al., 2021). Varios estudios han reportado una estrecha
relacion entre niveles mas altos de LDL-C, o niveles mas bajos de colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad (HDL-C, siglas en inglés), y el aumento del riesgo de enfermedad coronaria ateroesclerotica (Ference
et al., 2018; Kopin & Lowenstein, 2017; Wu et al., 2018). Por lo tanto, la reduccion de las concentraciones de
LDL-C es el objetivo principal para el tratamiento y la prevencion de las enfermedades cardiovasculares (ECV)
(Ference, et al., 2017), considerada la principal causa de muerte en todo el mundo (Rahman et al., 2017).
Ademas de la reduccion del LDL-C, es importante controlar otras variables lipidicas, de modo que los cambios
beneficiosos del perfil lipidico incluyan aumentos de HDL-C y reduccién de TG (Piepoli et al., 2016).

Adoptar una dieta y un estilo de vida saludables siempre debe ser la piedra angular cuando se busca reducir las
concentraciones de LDL-C y TG (Ference, et al., 2017). La dieta sola, sin embargo, con frecuencia no es
suficiente para alcanzar los valores sanguineos adecuados de LDL-C, principalmente en pacientes de alto riesgo
que requieren niveles de esta variable mas restrictivos. (Expert Panel of Detection, Evaluation and Treatment of
High Blood Cholesterol in Adults, 2001). Segun la gravedad de la dislipidemia y la puntuacion total de riesgo
de ECV, se puede recomendar el uso de farmacos hipolipemiantes (Piepoli et al., 2016). Las guias europeas del
2019 para el manejo de la dislipidemia recomiendan incluir nutracéuticos con eficacia hipolipemiante
documentada para el tratamiento de la dislipidemia como parte integral de cambios en el estilo de vida (Mach
et al., 2020).

Por otra parte, el estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades por lo que se ha
ampliado el uso de antioxidantes, particularmente como tratamiento para accidentes cerebrovasculares y
enfermedades neurodegenerativas. Los antioxidantes también son ampliamente utilizados como ingredientes en
suplementos dietéticos para prevenir ECV (Leopold, J., 2015).

La existencia de plantas con un elevado potencial terapéutico constituye una alternativa farmacologica de
marcado interés en el tratamiento de estas enfermedades.

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) es una planta semilefiosa y perenne de la familia Euphorbiaceae, conocida
también como mani sacha, mani de montafia o mani inca (Rawdkuen et al., 2016), nativa de la amazonia
peruana, pero también se estd cultivando en varios paises de América del Sur (Bueno-Borges et al., 2018;
Carrillo et al., 2018; Kodahl, N., 2020; Triana-Maldonado et al., 2017); asi como en algunos paises del sudeste
asiatico, como China, Tailandia y Vietnam (Liu et al., 2014; Rawdkuen et al., 2016; Minh et al., 2019). Sus
semillas contienen altos niveles de aceite (35-50 %), proteina (25-30 %), vitamina E, tocoferoles y fitoesteroles
(Chirinos et al, 2015; Gutiérrez et al., 2017, Wang et al., 2018). Esta planta presenta una composicion
nutricional inusual ya que sus semillas comestibles contienen ademas cantidades muy altas de acidos grasos
poliinsaturados; acido alfa-linolénico (ALA) y acido linoleico (AL) (w-3 y w-6; 35.2-50.8% y 33.4-41.0% de la
fraccidn lipidica total, respectivamente) (Cisneros et al., 2014; Chirinos et al., 2013; Hamaker et al., 1992;
Gutiérrez et al., 2011; Maurer et al., 2012); para una proporcion de acidos w-6/w-3 que se considera dentro del
intervalo ideal para mantener la homeostasis, el desarrollo normal y la salud mental (Simopoulos, 2011). Estos
acidos grasos poliinsaturados w-3 y w-6 son esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de los seres
humanos, pero no pueden sintetizarse en el cuerpo, por lo tanto, deben obtenerse a través de la dieta (Sinclair,
Attar-Bashi & Li, 2002). Ambos pueden proporcionar efectos protectores contra la inflamacion, las ECV e
incluso el cancer (Delgado et al., 2017; Lai et al., 2018; Tortosa Caparroés et al., 2017).

En estudios realizados en ratas al aceite de Sacha inchi (ASI), a los 60 dias de consumo, se observé una
disminucién de colesterol total y TG, mientras que el marcador HDL se incrementd durante el estudio; lo que
podria vislumbrar un potencial efecto en la prevencién de eventos cardiovasculares (Arilmi et al., 2010).

Dado el gran interés que ha cobrado el uso del ASI para las industrias alimenticias y farmacéuticas a nivel
mundial, en Cuba se ha desarrollado en los tltimos afios el cultivo de la planta y la obtencion de su aceite, lo
que propicia que se pueda contar por primera vez en el pais con un aceite rico en ALA.

En el Centro de Productos Naturales perteneciente al CNIC se realiz6 la evaluacion toxicologica aguda del ASI
en ratas SD de ambos sexos por via oral, que mostré una toxicidad muy baja de este aceite, no apareciendo
signos toxicos como consecuencia de su administracion (Gutiérrez et al., 2021), donde se empled la dosis
maxima recomendada (2000 mg/kg) (Organization for Economic Cooperation and Development [OECD],
2002). Tomando en consideracion estos resultados, y que el raton es la segunda especie roedora de eleccion en
las evaluaciones toxicologicas preclinicas, se hace necesario acometer el estudio de toxicidad aguda en esta
especie. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar los efectos téxicos del ASI, luego de una unica
administracion por via oral a ratones NMRI de ambos sexos.
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MATERIALES Y METODOS

Sustancia de ensayo

El aceite de Sacha inchi es un extracto lipidico obtenido de la semilla de Plukenetia volubilis L., que contiene un
alto contenido de acidos grasos esenciales (omega 3 y 6), acido oleico y vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles).
Fue suministrado por el Centro de Investigaciones en Plantas Proteicas y Productos Bionaturales. La sustancia
es un liquido aceitoso transparente que fue almacenado en frasco ambar de cristal y mantenido en lugares
frescos y protegidos de la luz. Se utiliz6 el lote 17006.

Se realiz6 una administracion tnica por via oral, mediante intubacién géstrica, en ayunas, en el horario de la
marfiana. Se empled esta via por ser la usada en los ensayos preclinicos previos y que coincide con la utilizada
en la terapéutica. Ademas, esta via es la recomendable en el caso de productos a administrar por via oral en que
no se conozcan todos los aspectos de su farmacocinética.

Animales

Se emplearon ratones NMRI, adultos jovenes de 7-8 semanas, de ambos sexos, cuyo peso corporal oscilaba
entre 22-28 g al inicio del estudio, suministrados por el Centro para la Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), La Habana, Cuba. Se utilizo esta especie roedora por ser la segunda mas empleada en los
estudios agudos, por otra parte, de esta linea se tienen amplios conocimientos en nuestro laboratorio.

Durante siete dias los animales se adaptaron a las condiciones del laboratorio: temperatura 20-25 °C, humedad
relativa entre 50-70 % y ciclos de luz- oscuridad de 12 horas. El alimento suministrado durante toda la
experiencia fue pienso estandar para esta especie preparado en el CENPALAB, con régimen controlado a razén
de 10 a 12 g/dia durante todo el estudio. El acceso al agua y al alimento fue ad libitum.

Una vez concluida su adaptacién, se formaron aleatoriamente los grupos experimentales de
acuerdo al peso corporal de los animales. Todos los ratones fueron alojados individualmente con un nimero
consecutivo, ademas de identificar jaula y grupo del animal.

Toda la manipulacion de los animales se realizo de acuerdo con los principios éticos para el uso de los animales
de Laboratorio recomendados en los lineamientos internacionales y en la Republica de Cuba, plasmados en los
Procedimientos Normalizados de Trabajo establecidos en el Centro de Productos Naturales. El protocolo de
investigacion fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.
Teniendo en cuenta evaluaciones toxicologicas previamente realizadas a este aceite (Arilmi et al., 2010;
Gutiérrez et al., 2021), en los cuales se han utilizado determinados niveles de dosis sin que se haya manifestado
ningan cuadro clinico indicativo de dafio inducido por la sustancia, y las caracteristicas propias de este método
experimental; se inici6 por la mayor dosis recomendada para este estudio (ensayo limite). Este método parte del
concepto de un uso escalonado de dosis a partir de una dosis de partida, que en este caso fue de 2000 mg/kg en
machos y en hembras (OECD, 2002).

Se distribuyeron los animales en dos grupos experimentales/sexo de tres animales cada uno: un grupo control
de volumen y otro grupo recibi6 el ASI (2000 mg/kg).

Variables analizadas

En este estudio se registro la mortalidad y el estado clinico general del animal. Luego de ser administrados con
la sustancia de ensayo, los animales fueron observados clinicamente en diferentes intervalos: durante la primera
y la segunda hora, entre las dos y las cuatro horas, entre cuatro y ocho horas y entre las ocho y las 24 horas de
la administracién (primer dia). A partir de las 24 h de la administracion las observaciones se realizaron dos
veces al dia hasta completar los 14 dias. Las observaciones incluyeron cambios en la piel y en el pelo, en los
ojos y membranas mucosas, en los sistemas respiratorios, circulatorio, nervioso central y autbnomo, actividad
somatomotora y comportamiento. El peso corporal se controlo al inicio, a los siete dias de la administracion y
al final de la experiencia. Los animales fueron pesados en una balanza CP3202P (Sartorius, Alemania). El
consumo de alimentos se controld durante toda la experiencia.

Necropsia y examen histopatologico
Se realiz6 la necropsia de todos los animales, luego de ser sacrificados por dislocacion cervical, a los 14 dias de

la Unica administracién. Se examind el contenido de las cavidades abdominal, tordcica y craneana y fue
realizada la observacion macroscopica de 6rganos, tomando muestras segiin el protocolo de trabajo.

Analisis estadistico
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El andlisis de las variables continuas de peso corporal y consumo de alimentos fueron analizadas mediante
analisis de varianza (ANOVA) por grupo de tratamiento para cada sexo por separado. El nivel de significacion
establecido fue de p < 0,05. Todos los analisis se realizaron empleando el Statsoft for windows. StatSoft, Inc.
(2003). STATISTICA (data analysis software system), version 6.

RESULTADOS Y DISCUSION

Este ensayo se realizé segun el método de las Clases de Toxicidad Aguda, que persigue brindar una
aproximacion sobre la toxicidad de la sustancia a investigar a partir de la administraciéon Unica de un solo nivel
de dosis previamente definido. Se consider6 la naturaleza de la sustancia a evaluar y se realizo6 el estudio con la
dosis limite propuesta (2000 mg/kg). Esta prueba se lleva a cabo preferiblemente en roedores y centra su
atencion en la deteccion de signos clinicos indicativos de toxicidad e incluye la realizacion de necropsia de los
sobrevivientes a los 14 dias de administrar la sustancia (OECD, 2002).

Ninguno de los ratones tratados con ASI por via oral a la dosis de 2000 mg/kg muri6 en el transcurso de la
experiencia ni manifestod signos clinicos indicativos de toxicidad, atribuibles al tratamiento en ninguno de los
animales, de modo que constituyeran criterios para definir este nivel de dosis como téxico para alguno de los
SEXO0s.

El tratamiento oral con ASI no indujo modificaciones en la ganancia de peso corporal entre animales tratados y
controles en ninguno de los sexos (Tabla 1), lo cual resulta consistente con el porcentaje de alimento consumido
durante el estudio (Figuras 1 y 2), no existiendo diferencias significativas entre animales tratados y controles en
ninguna de las variables estudiadas. Estos resultados permiten definir que el ASI debe tener una toxicidad
aguda superior a los 2000 mg/kg en ratones NMRI y, por tanto, su toxicidad es no clasificable segin la
metodologia empleada.

Tabla 1. Efectos de dosis orales unicas del aceite de Sacha inchi sobre el peso corporal de ratones NMRI

Peso corporal (_g) (X £ DE)
Dosis Hembras Machos
(mg/kg) Inicio Final Inicio Final
Control 25,00 + 2,00 26,67+ 1,15 27,00 £ 1,00 31,33+ 1,15
2000 25,00 £+ 2,65 2433+ 1,15 27,00 + 1,00 33,67 £ 3,06

X media; DE desviacion estandar

i =]

W

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 dias

< k2 B Oy o

=8=_Control ==8=2000 mgkg
Fig. 1. Efecto del aceite de SI en el consumo de alimentos de ratones NMRI hembras.
No se observaron lesiones en cavidades, 6rganos y tejidos examinados al momento de la necropsia, ademas no

ocurrieron muertes durante el estudio, lo que conllevd a que no se tomaran muestras para estudio
histopatologico, tal como fue establecido en el protocolo.
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Fig. 2. Efecto del aceite de SI en el consumo de alimentos de ratones NMRI machos.

En estudios previos realizados en Pera se evalud la dosis letal 50 (DL50) en ratones y la toxicidad subcronica
(60 dias) en ratas del ASI, demostrando que presenta una DL50 superior a los 37 g/kg y no es toxico en ratas
luego de administrarse durante 60 dias (Arilmi et al., 2010). También nuestro grupo de trabajo evaluo la
toxicidad aguda por via oral en ratas, donde el ASI mostr6é una toxicidad muy baja luego de la administracion
de dosis de 2000 mg/kg. (Gutiérrez et al., 2021). Estos resultados, unidos a los obtenidos en este ensayo en
ratones nos permiten corroborar la seguridad de este aceite para su consumo en humanos.

CONCLUSIONES

La administracién de dosis orales tnicas de ASI a ratones NMRI no evidenci6 signos indicativos de toxicidad
en ninguno de los sexos, mostrando una toxicidad aguda oral superior a los 2000 mg/kg de peso corporal, por
lo que segun el método de las clases de toxicidad aguda es no clasificable.
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