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RESUMEN

A nivel mundial, la incidencia y prevalencia de enfermedades hepaticas ha ido en aumento en las Gltimas décadas.
Evidencias experimentales y clinicas demuestran que, sustancias con probados efectos antioxidantes y antiinflamatorios,
pueden resultar estrategias terapéuticas prometedoras para el tratamiento de estas enfermedades. El aceite obtenido del fruto
de Plukenetia volubilis L, conocida cominmente por “Sacha Inchi”, ejerce efectos antioxidantes y antiinflamatorios, lo que
ha motivado el cultivo de esta planta en Cuba. El objetivo de este trabajo, fue evaluar los efectos del aceite de Sacha Inchi
(ASI) sobre los cambios histopatol6gicos inducidos por CCls en higado de ratas. Los animales se distribuyeron
aleatoriamente en siete grupos: un control negativo sin dafio, y seis grupos a los cuales se les indujo el dafio mediante la
administracién de CCl4: un control positivo tratado con vehiculo, y cuatro con ASI (25, 50, 100 y 200 mg/kg) y extracto de
semilla de uva (250 mg/kg) (empleada como sustancia de referencia). La inyeccion intraperitoneal de CCly, indujo cambios
histopatolégicos en el parénquima hepético, observandose esteatosis, hepatocitos balonados e infiltracion lobulillar de
polimorfonucleares neutréfilos, los cuales fueron prevenidos tras la administracion de dosis orales Unicas de ASI, a partir de
la dosis de 50 mg/kg. En conclusidn, la administracion de dosis orales Gnicas de ASI previno el dafio agudo inducido por
CCl4 en el parénquima hepatico de ratas, asociado a sus efectos antiinflamatorios.

Palabras claves: Enfermedad hepatica; Aceite de Sacha Inchi cubano; Tetracloruro de carbono; Antiinflamatorio.
Effects of Cuban Sacha Inchi oil on carbon tetrachloride-induced histopathological changes in rat liver

ABSTRACT

Worldwide, the incidence and prevalence of liver diseases has been increasing in recent decades. Experimental and clinical
evidence shows that substances with proven antioxidant and anti-inflammatory effects constitute promising therapeutic
strategies for the treatment of these diseases. The oil obtained from the fruit of Plukenetia volubilis L, commonly known as
Sacha Inchi, exerts antioxidant and anti-inflammatory effects, which has motivated the cultivation of this plant in Cuba. The
objective of this work is to evaluate the effects of Sacha Inchi oil (S1O) on the histopathological changes induced by CCl, in
the liver of rats. The animals were randomly distributed into seven groups: a negative control without damage and six
groups in which damage was induced by administering CCl4: a positive control treated with vehicle and four with SIO (25,
50, 100 and 200 mg/kg) and Grape Seed Extract (250 mg/kg) (used as reference substance). The intraperitoneal injection of
CCl, induced histopathological changes in the hepatic parenchyma, observing steatosis, ballooned hepatocytes and lobular
infiltration of polymorphonuclear neutrophils, which were prevented by the administration of single oral doses of SIO
starting at a dose of 50 mg/kg. In conclusion, administration of single oral doses of SIO prevented acute CCls-induced
damage in rat liver parenchyma associated with its anti-inflammatory effects.

Keywords: Liver disease, Cuban Sacha Inchi oil, Carbon tetrachloride, Anti-inflammatory.

INTRODUCCION

El higado es considerado un 6rgano dinamico y vital en
las funciones multimetabdlicas de los alimentos,
medicamentos, productos quimicos, productos bioldgicos
y xenobidticos, asi como, en la desintoxicacion de

productos virales y bacterianos. A nivel mundial, la alta

incidencia y prevalencia de diversas enfermedades y el
aumento de la obesidad y la diabetes, se asocia a un mayor
consumo de medicamentos, todo esto unido a los habitos
alimenticios inadecuados, ha incidido en el incremento de

trastornos hepaticos en las Ultimas décadas [1-3].
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Basado en las evidencias del papel del estrés oxidativo, y
la inflamacién en los trastornos hepaticos, se ha
demostrado que, sustancias con propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias, resultan estrategias terapéuticas
prometedoras para el tratamiento de estas enfermedades.
Sin embargo, hasta la actualidad, los resultados siguen
siendo poco concluyentes y controvertidos [4,5].

El modelo experimental de dafio hepatico inducido por
tetracloruro de carbono (CCls), es empleado
frecuentemente para evaluar los efectos hepato-
protectores de nuevas sustancias en desarrollo. En este
modelo, el CCls desencadena un complejo mecanismo
fisiopatolégico que culmina con cambios estructurales y
funcionales en el higado, donde el estrés oxidativo y la
inflamacion desempefian un papel fundamental [6-9].

Las propiedades antioxidantes de los acidos grasos
saturados e insaturados se encuentran ampliamente
documentadas. Asi, los acidos lauricos, oleico, céprico,
caprilico, palmitico, linolénico, linoleico y esteérico,
tienen la capacidad de secuestrar in vitro radicales libres
incluido el radical OH", asi como, actividad quelante de
metales. Estos acidos grasos in vivo, previenen la
generacion de hidroperdxidos lipidicos, aumentan la
actividad de las enzimas antioxidantes enddgenas (GPx y
SOD), e incrementan la capacidad antioxidante total [10-
13]. Ademés, los é&cidos grasos como el laurico, el
caprico, el caprilico y el miristico, ejercen efectos
antiinflamatorios debido a su capacidad de inhibir la
actividad de la COX-2; mientras que, el acido oleico
inhibe ambas isoformas de la enzima (COX-1 y COX-2);
y los &cidos palmitoleico y oleico inhiben la 5-LOX [14-
17].

El aceite de Sacha Inchi (ASI) (Plukenetia volubilis L,
familia Euphorbiaceae) contiene elevados niveles de
cidos grasos poliinsaturados, como el alfa linolénico (o-
3;18:3) (45%) y el linoleico (o -6;18:2) (35%). Ademas,
presenta un 20 % de otros acidos grasos, como el acido
oleico, palmitico y estearico [18,19]. Los efectos

antioxidantes y antiinflamatorios demostrados para el
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ASI, han motivado el creciente interés en su produccién
por la industria farmacéutica a nivel mundial [20,21]. En
Cuba, la reciente introduccion de su cultivo, ha permitido
la obtencion de este aceite por primera vez. Si bien, hasta
el presente, no se han realizado estudios farmacoldgicos
preclinicos que permitan evaluar los posibles efectos del
ASI, obtenido en las condiciones climaticas de este pais.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la investigacién
tuvo como objetivo, evaluar los efectos del ASI sobre los
cambios histopatolégicos inducidos por CCls en higado de

ratas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar machos (150-250 @),
provenientes del Centro Nacional de Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), La Habana,
Cuba; las cuales se adaptaron durante 7 dias a las
condiciones habituales del laboratorio, con temperatura de
20 a 25 °C, humedad relativa de 60 £ 5 %, ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas, y libre acceso al agua y la
comida (pienso estandar para roedores procedente del
CENPALARB).

El ASI, lote: Ac 19004, obtenido en el Centro de
Investigacion en Plantas Proteicas y Productos
Bionaturales, La Habana, Cuba; se preparé en forma de
suspension en Tween 65/H,0 (2 %). El extracto de
semilla de uva (ESU) (Lote R3992407, Extracts, Healing
& Medicinal Herbs, Australia), utilizada como sustancia
de referencia, se disolvié en goma acacia al 1 %.

El CCly, sustancia inductora del dafio hepético, se prepard
en forma de suspension en aceite de soya (20 %) y se

administro por via intraperitoneal (i.p.) (1 mL/kg).

Disefio experimental

Tras culminar la cuarentena, las ratas se distribuyeron
aleatoriamente en siete grupos (10 ratas/grupo): un control
negativo tratado oralmente con vehiculo Tween 65/H,0 (2
%) y por via i.p. (aceite de soya), y seis grupos a los

cuales se les indujo el dafio mediante la administracion de
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CCls (1 mL/kg, i.p; aceite de soya al 20 %): un control

positivo tratado con vehiculo Tween 65/H,0 (2 %), uno
con ESU (250 mg/kg), y cuatro con ASI (25, 50, 100 y
200 mg/Kkg).

Todos los tratamientos (vehiculo, ASI y ESU) se
administraron como dosis orales Unicas (5 mL/kg), una
hora antes de la administracion del CCls 0 del vehiculo
(aceite de soya) segin correspondia. Dieciocho horas
después de administrar el CCls a los animales, estos se
anestesiaron en atmdsfera de halotano y se colectaron
alicuotas de tejido hepatico para el andlisis
histopatoldgico.

La dosis escogida para la sustancia de referencia (ESU-
250 mg/kg/dia), se justifica por ser una dosis comprendida
dentro del rango efectivo de esta sustancia, para prevenir
la hepatotoxicidad inducida experimentalmente en ratas
[22,23].

Analisis histopatol6gico

Para el andlisis histopatoldgico, los fragmentos de higado

se fijaron en formaldehido neutro tamponado con fosfato

de sodio al 4 %. Se estudiaron 10 &reas centrolobulillares
ubicadas en la zona Il del acini de Rappaport, por animal,

a 200X. Se empleo el sistema de puntaje histopatolégico

descrito a continuacion, segln el cual se le asigna un valor

a cada una de las variables: esteatosis, balonamiento de

los hepatocitos e inflamacion lobulillar [24].

a) La esteatosis se evalu6 mediante una escala de 0 a 3
segun el porcentaje de area de tejido afectada, donde:
0-menos del 5 %, 1- entre 5-33 %, 2- entre 34-66 % y
3- mas del 66 %.

b) EIl balonamiento de los hepatocitos, se calific de 0 a
2; se considerd 0: la ausencia de células balonadas, 1:
escasas células balonadas, y 2: abundantes células
balonadas.

c) El grado de infiltracion lobulillar (0-3), se determind
teniendo en cuenta la presencia y cantidad de focos de
polimorfonucleares neutréfilos por campo histologico,

asignandole 0: a la ausencia de focos, 1: 1 foco, 2: 2-4
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focos, y 3: mas de 4 focos.

d) El grado histopatolégico de dafio hepatico global de
cada animal, se obtuvo mediante la suma de los
valores de las tres variables, por lo que se encuentra en

un intervalo de 0 a 8 [24].

Manejo de datos y Analisis Estadistico

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante el
test no paramétrico de la U de Mann Whitney. A priori, se
fijo un nivel de significacion o = 0,05. Los anélisis
estadisticos se realizaron utilizando el paquete comercial
Statistic para Windows (Release 4.2, Stat Soft, Inc USA).
El andlisis de la relacidn dosis/efecto, se realiz6 mediante
el método de regresion lineal y correlacién, utilizando el

programa Origin 8.0.

RESULTADOS

La inyeccion i.p. de CCly, indujo cambios histopatolégicos
a nivel del parénquima hepatico, especificamente en la
region centrolobulillar, donde los hepatocitos presentaron
esteatosis macrovesicular y microvesicular, siendo esta
altima la predominante. También, se observaron
hepatocitos balonados e infiltracion lobulillar de
polimorfonucleares neutréfilos. Asi, se apreciaron dafios
histopatoldgicos significativos en los animales del grupo
control positivo (tratados con vehiculo), respecto a los
animales del grupo control negativo (sin dafio), en los
cuales se observé la estructura histolégica normal del
higado (Figura 1, Tablas 1 y 2). Por su parte, el ESU
(sustancia de referencia) disminuyé significativamente la
esteatosis, el balonamiento de los hepatocitos y la
infiltracion lobulillar, asi como, el dafio hepatico global,
con respecto al control positivo, alcanzando en todos los
casos mas de un 50 % de inhibicidn.

El efecto del ASI sobre la esteatosis se muestra en la Tabla
1. La dosis de 25 mg/kg no produjo efecto significativo
sobre esta variable, mientras que las dosis de 50-200 mg/kg,
disminuyeron considerablemente el grado histopatol6gico

de esteatosis con respecto al grupo control positivo.
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Fig. 1. Efectos del aceite de Sacha Inchi sobre marcadores histopatoldgicos de dafio hepéatico inducido por CCl4
en ratas. A) Control negativo, B) Control positivo, C) Aceite de Sacha Inchi 25 mg/kg, D) Aceite de Sacha Inchi

50 mg/kg, E) Aceite de Sacha Inchi 200 mg/kg, F) Extracto de semilla de uva 250 mg/kg. Flechas: esteatosis,

puntas de flecha: balonamiento de hepatocitos, estrellas: infiltrado inflamatorio.

Tabla 1. Efectos del ASI, administrado como dosis orales tnicas, sobre las variables de dafio histopatolégico hepético
inducido por CCl, en ratas.

Balonamiento

Infiltracién

Tratamiento Esteatosis 1% de hepatocitos 1% lobulillar 1%
Control negativo (vehiculo) 0,00 + 0,00 *** - 0,00 + 0,00 *** - 0,00 + 0,00 *** -
Control positivo (vehiculo + CCla) 2,70+ 0,15 - 2,05+0,19 - 1,90+0,28 -
ASI (25 mg/kg) + CCls 2,50+ 0,17 7,4 1,60+ 0,17 21,9 1,30+ 0,26 31,6
ASI (50 mg/kg) + CCla 2,20+£0,13* 18,5 150+£0,15* 26,8 1,00+ 0,21 * 47,4
ASI (100 mg/kg) + CCl4 1,70+£0,30 * 37,0 135+£0,15* 34,1 0,90+0,10** | 52,6
ASI (200 mg/kg) + CCl4 150+£0,34* 444 1,30+£0,15* 36,6 0,80+£0,13** | 57,9
ESU (250 mg/kg) + CCla4 1,20+£0,44 * 55,5 | 1,00+0,26 ** 51,2 0,90+0,28 * 52,6

Notas. ASI: aceite de Sacha Inchi; CCly: tetracloruro de carbono; ESU: extracto de semilla de uva; I: Inhibicion.
Datos como media = EEM (error estandar de la media), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001.
Comparacién vs grupo control positivo. Test de la U de Mann Whitney.
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Tabla 2. Efectos del ASI, administrado como dosis orales Unicas, sobre el grado histopatologico de dafio
hepatico inducido por CCl, en ratas.

Tratamiento Dafio hepético global 1 %
Control negativo (vehiculo) 0,00 £ 0,10 *** -
Control positivo (vehiculo + CCla) 6,65 £ 0,30 -
ASI (25 mg/kg) + CCly 5,40 £ 0,37 18,8
ASI (50 mg/kg) + CCly 4,70 £ 0,40 * 29,3
ASI (100 mg/kg) + CCla 3,95+0,44 * 40,6
ASI (200 mg/kg) + CCly 3,60 £0,52 * 45,9
ESU (250 mg/kg)+ CCls 3,10 + 0,95 * 53,4

Notas. ASI: aceite de Sacha Inchi; CCly: tetracloruro de carbono; ESU: extracto de semilla de uva; I: Inhibicion.
Datos como media = EEM (error estandar de la media), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001.
Comparacién vs grupo control positivo. Test de la U de Mann Whitney.

Por consiguiente, se alcanzé el mayor porcentaje de
inhibicion a la dosis de 200 mg/kg (44,4 %). El efecto del
ASI sobre la esteatosis fue dependiente de la dosis (p=0,003;
r=0,978). Ademas, el ASI disminuyé significativamente el
balonamiento de los hepatocitos a partir de la dosis de 50
mg/kg, y el mayor porcentaje de inhibicion se alcanzd con la
dosis de 200 mg/kg (36,6 %), el efecto resultd dependiente de
la dosis (p=0,039; r=0,895). De manera similar, previno de
modo dependiente de la dosis (p=0,004; r=0,976), la
infiltracion de polimorfonucleares neutrofilos en la region
centrolobulillar, donde 25 mg/kg no produjo efectos
significativos, y la mayor eficacia (57,9 % de inhibicion) se
obtuvo con la dosis mayor ensayada (200 mg/kg).

Por su parte, el analisis global del efecto del ASI sobre los
dafios histopatoldgicos (suma de los puntajes de las tres
variables independientes), demostré que todas las dosis
ensayadas (25-200 mg/kg) disminuyeron significa-tivamente
el grado histopatoldgico de dafio hepético global (Tabla 2).
El efecto del ASI sobre el dafio hepatico global fue
dependiente de la dosis (p=0,001; r=0,989) y el mayor
porcentaje de inhibicion (45,9 %) se obtuvo a la dosis de
200 mg/kg.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que la
administracién de dosis orales Gnicas de ASI ejerce un
efecto protector, dependiente de la dosis, sobre el dafio
histopatolégico inducido por CCls en el parénquima
hepatico de ratas.

Teniendo en cuenta que las principales alteraciones
histopatolégicas  (esteatosis, balonamiento de los
hepatocitos e infiltracion lobulillar) inducidas por el CCl4
en el higado se presentaron fundamentalmente en la
region centrolobulillar, y que, en esta zona, denominada
zona |1l del lobulillo hepatico, se encuentra la mayor
concentracion de las enzimas que intervienen en el
metabolismo hepdtico; el analisis histopatoldgico se
enfocé a esa regién [25,26].

Los cambios histopatoldgicos observados en el grupo
control positivo, inducidos por la administracion de CCla,
se corresponden con reportes previos [27]. La esteatosis se
identifica como pequefias inclusiones de grasa micro-
vesicular que rodean el ndcleo celular o, en menor grado,
como inclusiones macrovesiculares que desplazan el
nacleo a la periferia de la célula. En la patogénesis del
dafio inducido por el CCls en el higado, la esteatosis se

asocia a un aumento de los &cidos grasos, ya sea por un

47



Oyarzabal, et al.

incremento de la captacion o sintesis de estos acidos, o
por la disminucion de la beta oxidacion de los mismos;
incluso, en algunos casos, puede estar dada por
alteraciones en varios de estos mecanismos a la vez [28].
El balonamiento de los hepatocitos es otra de las
manifestaciones histopatologicas provocadas por el CCly,
y se considera uno de los cambios histopatolégicos
minimos para establecer el diagndstico de enfermedad
hepéatica grasa no alcohdlica. El balonamiento es la fase
inicial del proceso de necrosis 0 apoptosis, y se caracteriza
por el aumento de tamafio de los hepatocitos, debido a la
acumulacién de gotas de grasa, dilatacion del reticulo
endoplasmico y dafio del citoesqueleto celular [29,30]. Por
otra parte, la infiltracién lobulillar de neutréfilos
demostrada en el grupo control positivo, se corresponde
con estudios previos, en los cuales se ha descrito la
infiltracion de células inflamatorias en la region
centrolobulillar, con predominio de los

polimorfonucleares  neutrofilos ~ (marcadores  de
inflamacion aguda) en este modelo [31].

El ESU, empleado como sustancia de referencia, redujo
significativamente el dafio histopatolégico hepatico
inducido por el CCls, corroborando asi, los efectos
hepatoprotectores del ESU descritos por otros autores en
condiciones similares [32,33]. Estos resultados validan el
modelo empleado en estas condiciones experimentales.
Los efectos del ASI sobre las tres variables
histopatolégicas analizadas (esteatosis, balonamiento de
los hepatocitos e infiltracién lobulillar), resultd
dependiente de la dosis, donde la dosis minima efectiva
fue 50 mg/kg en todos los casos, ya que la dosis de 25
mg/kg no modificé estas alteraciones hepéticas, y no se
pudo determinar la dosis méaxima efectiva, ni la DEsg,
puesto que la dosis mayor ensayada (200 mg/kg) alcanzé
los mayores porcentajes de inhibiciéon. De modo similar,
la dosis de 200 mg/kg alcanzé la mayor eficacia (45,9 %
de inhibicion) para prevenir el dafio hepatico global, si
bien en este caso, la dosis de 25 mg/kg también resultd

efectiva.
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El efecto toxico del CCl, sobre el parénquima hepatico, se
produce debido a la generacion del radical triclorometilo
CCls que es altamente reactivo, el cual, a su vez,
reacciona con el O, formando el radical peroxido
triclorometil CIsCOQr, altamente tdxico, el cual promueve
procesos celulares degenerativos, como la peroxidacion
lipidica y puede conducir a la necrosis. Ademas, durante
el dafio oxidativo, se liberan diversos mediadores
inflamatorios, como la interleucina-lbeta (IL-1b),
interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a) [34]. En este contexto, los efectos del ASI sobre
la infiltracion de los polimormorfonucleares neutréfilos,
se corresponden con los efectos antiinflamatorios in vitro
e in vivo, descritos para el Sacha Inchi en estudios previos
[20,35].

Por tanto, el ASI ejerce un efecto protector sobre el dafio
hepatico inducido por CCls, que pudiera explicarse, al
menos parcialmente, por sus efectos antiinflamatorios
demostrados en este trabajo. Si bien, futuros estudios
deberan demostrar y profundizar en otros mecanismos
involucrados en los efectos hepatoprotectores del ASI,
donde se evalien marcadores inflamatorios, como el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucinas, el factor

nuclear (NF-xp), entre otros.

CONCLUSIONES
La administracion de dosis orales Unicas de ASI, previno
el dafio agudo inducido por CCls en el parénquima

hepatico de ratas asociado a sus efectos antiinflamatorios.
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