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EFECTO HIPOLIPEMIANTE DEL ACEITE DE Plukenetia volubilis L. EN RATAS
ALBINAS CON HIPERLIPIDEMIA EXPERIMENTAL INDUCIDA. IMET-EsSALUD,
IQUITOS - 2009.

Bach. Diany V. Macedo Machoa, Bach. Sara A. Magallanes Flores.
000,

RESUMEN

Se evalud el efecto hipolipemiante del aceite de Plukenetia volubilis L. mediarte ia induccién
de hiperlipidemia en ratas albinas machos cepa holtzmann. La administraciéon de Colesterol
Quimicamente Puro se realizé por via oral 24 horas después de la toma de muestra basal a
- todos los grupos excepto al control normal durante 90 dias. Se conformaron 7 grupos
experimentales de 6 animales por grupo. Un grupo sin hiperlipidemia (control normal), otro
grupo con hiperlipidemia (control negativo) y cinco grupos de tratamiento: dos controles
positivos (Atorvastatina y Gemfibrozilo) y tres para el aceite a voltimenes de 200 uL, 400 uL y
800 pL, administrados durante 30 dias.

Se realiz6 la evaluacién de los parametros bioquimicos: colesterol total y triglicéridos al inicio,
60 y 90 dias del estudio para determinar el efecto hipolipemiante. Se compar6 la diferencia de
las medias con ANOVA vy la prueba de Scheffé. Se observo una disminucion del colesterol total
a volumenes de 200 pl, 400 ul y 800 pl, (36 %, 38 %, 44 %), en relacion al control negativo,
observandose diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, p < 0.000, Prueba de
Scheffé).

Ademads se observé una disminucion de los niveles de triglicéridos a voliimenes de 200 ul, 400
pul y 800 pl, (62 %, 61 %,74 %) en relacién al control negativo, siendo estadisticamente
significativa (ANOVA, p < 0.000, Prueba de Scheffé).En condiciones experimentales, el aceite
de Plukenetia volubilis L. disminuye los niveles de colesterol total y triglicéridos en ratas

albinas machos cepa holtzmann.

Palabras claves: Efecto hipolipemiante, aceite, ratas albinas, colesterol, triglicéridos.
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EFFECT HYPERLIPIDEMIC OF THE OIL GIVES Plukenetia volubilis L. IN ALBINO
RATES WITH EXPERIMENTAL INDUCED HYPERLIPIDEMIA. IMET-EsSALUD,
IQUITOS - 2009.

Bach. Diany V. Macedo Machoa, Bach. Sara A. Magallanes Flores.
o,

ABSTRACT

The hyperlipidemic effect was evaluated of the oil of Plukenetia volubilis L. by means of the
induction of hyperlipidemia in albino rates males vine-stock holtzmann. The administration of
Chemically pure Cholesterol was realized by oral route 24 hours after the capture of sample
basal to all the groups except to the normal control for 90 days. There conformed 7
experimental groups of 6 animals for group. A group without hyperlipidemia (normal control),
another group with hyperlipidemia (negative control) and five groups of treatment: two positive
controls (Atorvastatina and Gemfibrozilo) and three for the oil to volumes of 200 uL, 400 uL
and 800 uL, administered for 30 days.

There was realized the evaluation of the biochemical parameters: total cholesterol and
triglycerides to the beginning, 60 and 90 days of the study to determine the effect
hipolipemiante. The difference of the averages was compared with ANOV A and Scheffé' proof.
I observe a decrease of the total cholesterol to volumes of 200 ul, 400 pul and 800 pl, (36 %, 38
%, 44 %), in relation to the negative control, being observed statistically significant differences
(ANOVA, p <0.000, Scheffé proof).

In addition a decrease of the levels was observed of triglycerides to volumes of 200 ul, 400 ul
and 800 pl, (62 %, 61 %, 74 %) in relation to the negative control, being statistically significant
(ANOVA, p <0.000, Scheffé' proof) .En experimental conditions, the oil of Plukenetia volubilis
L. diminishes the levels of total cholesterol and triglycerides in albino rates males vine-stock
holtzmann. |

Key words: hyperlipidemic effect, oil, albino rates, cholesterol, Triglycerides.
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L INTRODUCCION

Las plantas medicinales constituyen una fuente de investigacion, muchas ain
desconocidas y en otras no se ha encontrado explicaciéon a sus propiedades
curativas. La Organizacién Mundial de la Salud ha insistido en que el uso de
plantas medicinales puede ser de gran aplicacién en la atencién primaria de los
sistemas de salud, pero sobre bases cientificas que sustenten seguridad,

efectividad y calidad requeridas para la administracién en humanos. ¢

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha
utilizado durante mucho tiempo, los remedios naturales y sobre todo las plantas
medicinales, fueron el principal e incluso el tnico recurso que se disponian. @

En el Peri las plantas medicinales constituyen uno de los pilares de la
etnofarmacologfa y la medicina tradicional. Siendo éstas utilizadas en forma

empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado y restauracién de la salud. ¥

La Amazonia Peruana ha sido y continiia siendo un lugar privilegiado para la vida,
representa un valioso recurso natural de especies conocidas o por conocer; cuyas
caracteristicas alimenticias, energéticas y/o medicinales no son aprovechadas
racionalmente. Alberga en sus bosques, innumerables especies vegetales con
propiedades medicinales, dentro de ellas se encuentra Plukenetia volubilis L.,
conocida como “sacha inchi”. Esta planta es reconocida por sus propiedades
hipolipemiantes, antioxidante, anticancerigeno, antiinflamatoria y antidepresiva,
de allf que exista un creciente interés por conocer sus principios activos, su accién
farmacolégica. 57

El conocimiento de las propiedades curativas de las plantas medicinales, como el
de Plukenetia volubilis 1. contribuird en parte al tratamiento de las
hiperlipidemias. El aceite de Plukenetia volubilis L. contiene omega 3 que tiene
efecto hipolipemiante con una combinacién de omega 6 y omega 9. Todo esto
hace al aceite de “sacha inchi” un producto' superior, en relacién al aceite de
pescado que contienen omega 3 y otros aceites de origen vegetal. Ademas
contiene antioxidantes naturales como beta caroteno 'y el alfa tocoferol el cual

aumenta el colesterol HDL, %19



FORMULACION DEL PROBLEMA:

. Tendré efecto hipolipemiante el aceite de Plukenetia volubilis L. en ratas albinas
con hiperlipidemia experimental inducida. IMET-EsSalud, 1quitos - 2009?



II. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

2.2.

Evaluar el efecto hipolipemiante del aceite de Plukenetia volubilis L. en ratas
albinas con hiperlipidemia experimental inducida. IMET-EsSalud, Iquitos - 2009.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Inducir hiperlipidemia experimental con Colesterol quimicamente puro por via

oral en ratas albinas cepa holtzmann.

2. Determinar el efecto hipolipemiante del aceite de Plukenetia volubilis L. sobre
los niveles de Colesterol Total y Triglicéridos durante 30 dias de
administracién por via oral, a volamenes de 200 pl, 400 ul y 800 pl en ratas
albinas cepa holtzmann. "

3. Comparar los pardmetros bioquimicos de Colesterol total y Triglicéridos, en
ratas albinas cepa holtzmann, al administrar el aceite de Plukenetia volubilis
L., atorvastatina y gemfibrozilo durante 30 dias.






I.  MARCO TEORICO

1.1. Plukenetia volubilis L.

Plukenetia volubilis L., es un arbusto trepador o rastrero silvestre conocido como
“sacha inchi”, perteneciente a la familia euphorbiaceae que comiinmente se conoce
como mani del monte, sacha mani o mani del inca. '*

El género Plukenetia comprende 17 especies de distribucién pantropical, 12 en
América, 03 en Africa, 01 en Madagascar y 01 en Asia. Es una especie propia del

Neotrépico, principalmente de toda la regién del Amazonas. !*-'?

La importancia de Plukenetia volubilis L., radica en la presencia de 4cidos grasos
esenciales (omegas 3, 6, y 9) y vitamina E, en contenidos significativamente
elevados, respecto a las semillas de otras oleaginosas (mani, palma, soya, maiz,
colza y girasol). Investigaciones recientes realizadas con aceites omegas y vitamina
E indican la importancia nutricional y terapéutica de su consumo para el control de
radicales libres y una serie de enfermedades que estos originan en el organismo

humano. ¥

1.1.1. Clasificacion Taxonémica

Segtin el Sistema de Clasificacion de Arévalo (1996); lo clasifica de la .

siguiente manera: 1419

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE : Magnoliopsida

ORDEN : Euphorbiales

FAMILIA : Euphorbiaceae

GENERO : Plukenetia

ESPECIE : P. volubilis

NOMBRE CIENT{FICO : Plukenetia volubilis Linneo

NOMBRE COMUN : Mani del Inca, Manf silvestre, Inka
Peanut, Sacha Inchi.



SINONIMIA : Plukenetia peruviana Muell. Arg.

1.1.2. Nombres Vulgares: “sacha inchi”, “sacha inchic”, “sacha mani”, “mani

del monte”, “mani del inca, “inca peanut”.
1.1.3. Descripcién Geogréifica

Plukenetia volubilis L., crece desde los 100 hasta los 2 000 m.s.n.m. Es
una planta que se adapta a suelos arcillosos, dcidos y se desarrolla mejor en
climas cdlidos. Presenta caracteristicas muy favorables para la

reforestacion. Esta planta es adaptable a temperaturas entre 10 y 36 °C.
(17,18)

- En ¢l mundo se encuentra en los siguientes paises:(©

Bolivia, Peri, Colombia y las Indias Occidentales.
- En nuestro pais lo encontramos en:

Madre de Dios, Hudnuco, Oxapampa, Rodriguez de Mendoza, Cuenca
del Ucayali (Pucallpa, Contamana y Requena), en Putumayo y
alrededores de Iquitos y Caballococha. En San Martin se le encuentra a
lo largo de la Cuenca del Huallaga hasta Yurimaguas, en el Alto Mayo,
Bajo Mayo, Sub Cuenca del Cumbaza y en éreas del sector Lamas-
Shanusi. 9

1.1.4. Descripcién Botanica

Descripcion de la planta

Es una planta nativa de la Amazonfa Peruana descrita por primera vez,
como especie, en el afio 1753 por el Naturalista Linneo; de ahi su nombre

cientifico Plukenetia volubilis linneo. ¥

Plukenetia volubilis L., es una planta trepadora, voluble, semilefiosa y
perenne y de una altura indeterminada, con ramitas adpreso — pubescentes,

glabrescentes.!%!?
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Hojas

Sus hojas son alternas, acorazonadas, puntiagudas de 10 a 12 cm de largo
y de 8 a 10 cm de ancho, con peciolos de 2-6 cm de largo. Las nervaduras
nacen en la base de la hoja, orientindose la nervadura central hacia el

apice. Por lo general los bordes son dentados. (Foto N° 1)

En la base de la hoja, mayormente justo al inicio del pedinculo, muchas

presentan una estipula. ¢

Nk o
T o ’

Foto N° 1: Forma de las hojas de Plukenetia volubilis L. IMET-ESSALUD.

Flores

Se observan 02 tipos de flores. (Fote N° 2) Las flores masculinas que son
pequeiias, blanquecinas, dispuestas en racimos y las flores femeninas se

encuentran en la base del racimo y ubicadas lateralmente de una a dos
flores. 7

Foto N° 2: Flores de Plukenetia volubilis L. IMET- ESSALUD.



1.1.5.

a)

Frutos

Los frutos son cépsulas de 3 a 5 cm de didmetro, dehiscentes, de color
verde que cuando maduran se ponen de un color marrén negruzco.
Usualmente estan formados por cuatro cépsulas, algunos frutos presentan
de cinco, a siete cépsulas. Dentro de las cépsulas se encuentran las
semillas de color marrén oscuro, con nervaduras notorias, ovales de 1,5 a
2 cm de didmetro y de 48 a 100 g de peso, ligeramente abultadas en el
centro y aplastadas hacia los bordes, con un hileum bien diferenciado. Al
abrirlas encontramos los cotiledones a manera de almendras y cubiertos de
una pelicula blanquecina. Las cuales se encuentran representadas en la
(Foto N° 3). En condiciones de medio ambiente y al aire libre, la semilla

se conserva por més de un afio. ('

Foto N° 3: Forma del fruto de Plukenetia volubilis L. IMET- EsSALUD.

Composicién Quimica

Composicidn quimica del aceite

El aceite tiene un color amarillo claro brillante y tiene una consistencia
viscosa. Aproximadamente 52% de la semilla contiene aceite, el cual el
82.1% es poliinsaturado, el 10% es monoinsaturado y el 7.5% es saturado.
En forma natural contiene &cidos grasos como el 4cido oleico 18:1 @9
(9.7%), 4cido linoleico 18:2 w6 (33.8%), 4cido a-linolénico 18:3 w3
(48.3%), representadas en el cuadro N° 1. Ademads: 4cido palmitico 16:0
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(42%), é4cido estedrico 18:0 (3.1%), palmitoléico 16:1 (0.1%),
heptadecanoico 17:0 (0.1%), araquidico 20:1 (0.1%), gadoléico (0.2%).
Ademas vitamina A (<12 pg/100g) y vitamina E (2590 ug/100g).(9%0222

Representadas en el cuadro N° 2 .

. Metik Carboxilo
Acido estearion CHy, : ' .
: . ' COOH
Acido oleioo b 3 EF T 8. ..n-tesels
C 18:1, Omegn -« 9 CHy ’ COON

o eres tolocen delbes ertores

| Acide linoleice e, N €0 extes poticienes
C12.0meza-6  \ANANACAANAAN

Maniferos no paades talncar
doblet enlnrrs wn FitAL peLkinney

| Acido Alfa linolénico CHy L coon

C 18:3, Omega -3 v:v-WM/

Cuadro N° 1: Estructuras quimicas de los 4cidos grasos esenciales

contenidas en la semilla de sacha inchi: omega-9, omega-6 y omega-3.

cH, CH,
N/ CH, cH,
/ \ | |
gc  C-CH=CH-C=CH-CH=CH-C=CH-CH,0H
{ fi
HC C-CH
e Viamina A
CHZ
| EH: CH3 CH3
! i
2:2_ CH'Z— CHZ— CH— CH;‘ CH)"' CHZB tH- mza—- mz_mz_m ~CHd
'3
Vitamina E it - tocoferol)

Cuadro N° 2: Estructuras quimicas de la vitamina A y vitamina E,

contenidas en el aceite de sacha inchi.
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1.1.5.1. Omega -3, Omega -6 y Omega -9 del aceite de Plukenetia
volubilis L. "

Omega -3

Los 4cidos grasos omega3 (®-3) vienen a ser un grupo de
biomoléculas poliinsaturadas y tienen la peculiaridad de
presentar el primer enlace doble en el carbono de la posicion 3,
contando tos carbonos desde €l final de la cadena del acido graso.

Los mas conocidos son tres:

» Acido graso alfa linolénico (-linolénico) (18:3), con 18

carbonos y tres dobles enlaces.
= Acido graso eicosapentaenoico (EPA) (20:5)

= Acido graso docosahexaenoico (DHA) (22:6)

Los aceites omega 3 son muy escasos en la naturaleza, pero son
indispensables para la vida y la salud, por lo que siempre deben
estar presentes en la dieta cotidiana, sobre todo el omega-3 alfa
linolénico, debido a que el organismo no puede sintetizarlo a
partir de los alimentos que ingerimos, se le denomina acido graso
esencial linolénico. El alfa linolénico se encuentra en vegetales,

como el aceite de sacha inchi, linaza, soya, algas marinas, etc.

Los omega 3 EPA y DHA se encuentran en las algas y en algunos
peces de agua fria. En los animales, a nivel de sus organismos,
sintetizan por procesos de elongacién los 4cidos grasos EPA y
DHA, partiendo de los 4cidos grasos esenciales linoleico y alfa

linolénico.

El organismo, al asimilar los 4cidos grasos esenciales linoleico y
alfa linoléico, los elonga, convirtiendo la cadena de linoleico de
18 atomos de carbono con dos dobles enlaces a 20 4tomos con 5

dobles enlaces y produce el 4cido graso eicosapentaenoico (EPA)
11



y la cadena del alfa linolénico la elonga de 18 4tomos de carbono
con 3 dobles enlaces a 22 dtomos con 6 dobles enlaces y produce
el acido graso decohexaenoico (DHA), estos 4cidos grasos son

denominados omega-3. Representadas en el cuadro N° 3.

o 17 14 11 8 5 %
/\.__—_/\==/\_-=//\\==./\.==/\/\C_ |
@73 é 9 o

0

Acido graso eicosapentaenoico (EPA)

Acido graso docosahexaenoico (DHA)

Cuadro N° 3: Estructuras quimicas de los dcidos grasos eicosapentaenoico
(EPA) y docosahexaenoico (DHA), biosintetizados a partir del acido o—

linolenico del aceite de sacha inchi.

Omega-6 "

Los 4cidos grasos del tipo omega-6 son dcidos grasos insaturados
por tener enlaces dobles en sus cadenas. Tienen la peculiaridad de
tener el primer enlace doble en el carbono desde el final de la

cadena de acido graso.
Los principales tipos de de omega-6 son:

» Acido linoleico (18:2) con 18 carbonos y dos dobles enlaces,

es el mas corto de los omega-6.
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= Acido araquidénico (20:4). Fisiolégicamente, es el precursor

de las prostaglandinas.

El aceite de sacha inchi contiene mayor omega-3 que omega-6,
dicha proporcién es saludable consumirla. Ambos tipos de &cidos
grasos son esenciales, pero deben guardar una relacién. Debemos

consumir mis omega-3 que omega-6.

Los aceites omega-9 y omega-6 se encuentran en abundancia en
muchos alimentos que el hombre consume en su dieta, tanto de

origen animal como vegetal.

Omega 9

Los 4cidos grasos omega-9 (®w-9) son un tipo de 4cido graso
insaturado encontrados en algunos alimentos. Algunos estudios
sugieren que estos dcidos grasos estan relacionados con el céncer
de mama. Los efectos bioldgicos del @-9 son generalmente
mediados por sus interacciones con los acidos grasos omega 3 y
omega 6; tienen un doble enlace C=C en la posicién ®-9. Algunos
©-9 son componentes comunes de grasa animal y de aceite

vegetal.

Dos importantes acidos grasos -9, son:

» Acido oleico (18:1 ®-9) que es el componente principal del
aceite de oliva y de otras grasas monoinsaturadas.

= Acido ericico (22:1 ®-9) encontrado en canola (Brassica
napus), semillas de Erysimum, semillas de mostaza
(Brassica). Las canola con alto contenido de 4cido ericico
sirven comercialmente para uso en pinturas y barnices como

secante y protector.

Los 4cidos grasos ®-9 no se clasifican como 4cidos grasos
esenciales. Eso se debe a que pueden ser sintetizados por el cuerpo

humano por lo que no son esenciales en la dieta, y a que la falta de

13



b)

un doble enlace w-6 los lleva a participar en las reacciones que

formarén los eicosanoides.

Composicidn quimica de la semilla

Contiene triptofano (44 mg/g), con un bajo contenido de fenilalanina (9
mg/g). Contiene la proteina IPA que es una proteina de almacenamiento
3S y estd compuesta por dos polipéptidos glicosilatados, con pesos
moleculares estimados de 32,800 Da y 34,800 Da. Tiene un contenido de
azicar de aproximadamente 4.8%. ?? El contenido de aminoécidos en la
semilla de Plukenetia volubilis L., es de la siguiente manera: aminodcidos
esenciales; histidina 26 mg, isoleucina 50 mg, leucina 64 mg, lisina 43
mg, metionina 12 mg, cisteina 25mg, metionina + cisteina 37mg,
fenilalanina 24 mg, tirosina 55 mg, fenilalanina + tirosina 79 mg, treonina
43 mg, triptéfano 29 mg, valina 40 mg. @9 Las cuales se observan en el

cuadro N° 4.

Aminoécidos no esenciales; alanina 36 mg, arginina 55 mg, asparagina
111 mg, glutamina 133 mg, glicina 118 mg, prolina 48 mg, serina 64 mg.

@ Las cuales se observan en el cnadro N° 5.

| Parte vegetal | Compuesto Quimico| Estructura Quimica
Semilla Cistefna (cys) N e
g
- - S"
€00
Semilla Fenilalalina (phe) "*""i:"
GO
s
Semilla Histidina (his) &
L
-l
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Semilla Isoleucina (Ile) oo
"I-bN-—})—H
H—JI:-—%
o
abwv
|
Semilla Leucina (Leu) W_c};:
e
e cry
Lisina (lys) i
Semilla e
o
i
e
Ny
COCr
ot
Metionina (Met) e
Semilla *
Gy
_éooc
Semilla Tirosina (tyr) ey
‘:;
v [ele o)
. Treonina (thr) bt
Semilla N
&
o008
HIN—C ~—H
Semilla |  Triptofano (trp) | N
—!;ooc
Semilla Valina (Val) i A
e or

Cuadro N° 4: Estructuras de aminodcidos esenciales

contenidas en la semilla de sacha inchi.
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Parte vegetall Compuesto Quimico | Estructura Quimica
. . GO0’
Semilla | Alanina (ala) _ vl
o
[vs.0)
b
Arginina (arg) <::m
Semilla | o
CHe
[
C
NHp
Semilla | Asparagina (asn) coo
—d
G
&N’é\o
Semilla Glicina (gly) coo
Nt
h
_1:00'
Semilla Glutamina (gln) NN
e
AN
COO
Semilla | Prolina (pro) wmall;gk.
HaC _.CHe
C
H
oo
pi—dn
Semilla Serina (ser) u—-{;—ou
H

Cuadro N° 5: Estructuras de aminoacidos no esenciales

contenidas en la semilla de sacha inchi.
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1.1.6. Usos en la Medicina Tradicional:

En la Amazonia Peruana las mujeres Mayorunas, Chayuhuitas, Campas,
Huitotas Shipibas, Yaguas y Boras mezclan la harina con el aceite de
sacha inchi y hacen una crema especial para revitalizar y rejuvenecer la
piel, aplicandose bajo la forma de cataplasma. @

Los nativos Secoyas, Handosas, Amueshas, Cashibos, Dapanahuas y
Boras comen los granos tostados de Plukenetia volubilis L. para recuperar
la fuerza y los usan como un ténico para afrontar el trabajo duro. Con el
aceite combinado con otras plantas frotan sus cuerpos para aliviar los
dolores reuméticos y musculares. ?¥

Para los indios Chancas del Pert, el Sacha inchi fue tradicionalmente un
cultivo comestible. Actualmente es promovido en el Peri dentro de la

misma categoria, @2

Actividad Biolégica de los Componentes del aceite

o Actividad Hipolipemiante

El omega 3 contribuye a reducir la concentracion de triglicéridos y de

VLDL del plasma inhibiendo la sintesis de triglicéridos a nivel del higado.
(25)

El 4cido eicosapentaenoico y el 4cido docosahexaenoico actiian a través
de factores de transcripcion, proteinas de pequefio tamafio que se unen a
los dominios o lugares de regulacién de un determinado gen. La fijacion

de 4cido eicosapenatenoico o de acido docosahexaenoico sobre el factor

de transcripcién modifica la estructura de éste y su capacidad para activar
(o)}

o inhibir un determinado gen.
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Se conocen dos factores de transcripcién que interaccionan con los acidos
grasos de larga cadena: el receptor activado por el proliferador de
peroxisomas (PPAR — peroxisome proliferator activated receptor) y la
proteina fijadora del elemento regulador del colesterol (SREBP — sterol-
regulatory element binding protein). El primero participa en la activacién
de los procesos de oxidacion de los 4cidos grasos y el segundo en la
inhibicion de las vias metabllicas implicadas en la sintesis de
triglicéridos. @

o Actividad Antioxidante

Una fuente rica en antioxidantes son las semillas de Plukenetia volubilis
L., por su contenido en omega 3 que bloquea el efecto dafiino de los

radicales libres, impidiendo la oxidacién de otras sustancias quimicas. @

o Actividad Anticancerigena

El omega 3 posee efecto quimioprotector o preventivo de céncer de colon
(por su efecto en lesiones pre-neopldsicas como pdlipos y adenomas),
cancer de estdbmago y céncer de mama (disminuye los niveles de
estrégenos reduciendo asi el riesgo a desarrollarlo) y reduce el riesgo de

metastasis (diseminacion del cancer). @”

Pueden reducir el tamafio de los tumores, al impedir el crecimiento de las
células cancerosas o evitar que estas mediante metistasis, se reproduzcan
en alguna otra parte del organismo. En el cincer de mama estos 4cidos
inhiben la accion de los estrogenos que son los causantes del desarrollo de

tumores en el pecho. @

o Actividad Antiinflamatoria

El 4cido linolénico tiene propiedades antiinflamatorias en enfermedades
de las articulaciones. Por ello los alimentos y especialmente los
suplementos, pueden ser muy adecuados para rebajar la inflamacion y

aliviar el dolor en enfermedades como la artritis reumatoide. La
18



utilizacion de complementos que contienen écido linolénico puede
constituir una alternativa natural al tratamiento convencional de la artritis
reumatoide. Parece ser que este componente reduce los niveles de
prostaglandinas que son las responsables de muchos procesos

inflamatorios, ®®

o Actividad Antidepresiva
Dentro de los 4cidos grasos omega 3 estd el acido docosahexaenoico
(DHA), necesario para una funcién neuronal 6ptima. ®
Son diversos los nutrientes especificos que garantizan la correcta
nutricién del cerebro. El aporte suficiente de 4cidos grasos esenciales,
4cidos grasos omega 3 (DHA y EPA), proteinas, ciertas vitaminas (B1,
B6, B12), minerales y oligoelementos mantiene la integridad estructural y
funcional de las neuronas, células especializadas del sistema nervioso.
Los 4cidos grasos omega 3 pueden desempefiar un papel relevante en la

fisiopatologia, la terapia o la prevencién del trastorno bipolar. %

Otros usos

El omega 3 tiene efecto protector en la salud cardiovascular, ya que
permiten reducir la presion arterial y los niveles de colesterol en sangre,
tiene propiedades antitrombéticas y también previenen las arritmias

cardiacas (incluyendo las taquicardias y la fibrilacién). ¢
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1.2. ACTIVIDADES BIOLOGICAS

1.2.1. Estudios Fitoquimicos

Vela Saavedra L. (1995). Indica en sus resultados que la absorcién del

aceite es bastante alta y mejor que un aceite vegetal comercial. ©2)

Proyecto Omega (2002). Hace referencia que el aceite de Plukenetia
volubilis L. tiene mayor contenido de Omega 3 en comparacién con otras

oleaginosas utilizadas en el consumo humano. ¢?

Sathe Shridhar K, et al. (2002). Demostraron que el aceite de Plukenetia
volubilis L. contiene una proteina de almacenamiento soluble en agua
llamada Albimina del Mani del Inca o IPA (por sus siglas en inglés) y
fue desctita como una proteina de alimacenamiento 3S que eéstd
compuesta por dos polipéptidos glicosilatados, con pesos moleculares
estimados de 32,800 Da y 34,800 Da, que segln, es la primera proteina
de origen vegetal a la fecha que contiene todos los aminoécidos
esenciales requeridos por los seres humanos. También tiene un contenido
inusnalmente alto de triptofano (44mg/g) y un bajo contenido de
fenilalanina (9 mg/g). Es también altamente digerible in vitro.
Aproximadamente 35% a 60% de la semilla estd compuesta por aceite

que es 70% no saturado. ¢

Maria D., et al. (2003). Demostraron que el aceite de Plukenetia
volubilis L. tiene un alto grado de insaturacién. La comparaci6n se hizo
también entre las composiciones de Plukenetia volubilis L. y aceite de
linaza. Ambos aceites son fuentes importantes de acido linolénico n-3
acil, el aceite de Plukenetia volubilis L. también contiene una gran

proporcién de acido n-6 linoleico acil. ¥
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Gomez L, et al. (2004). Determinaron que esta oleaginosa silvestre
contiene un promedio de grasa de 48%. Este equipo ha determinado la
calidad de la protefna del sacha inchi con muestras diferentes bajo dos
formas de obtencién: polvo atomizado (PA) y harina desgrasada por
prensado (HD). %

Corporation UHTCO. (2008). Compararon el aceite de Plukenetia
volubilis L. y el de pescado, donde determinaron que el aceite de sacha
inchi tiene el 47% de contenido de acido linolénico precursor del omega
3, mientras que el aceite de pescado tiene de 22 a 33% de omega 3.
Ademaés encontraron que el sacha inchi tiene 3.85% de 4cido palmitico y
0.0% de palmitoleico y la Anchoveta tiene 19.9% de 4cido palmitico y

10.5% de palmitoleico. ©»

El aceite de Plukenetia volubilis L. tiene 93.69% de 4cidos grasos
insaturados. Los aceites de pescado pueden contener entre 65% y 77% de
4cidos grasos insaturados. ¥

Ademas tiene 6.4% de 4cidos grasos saturados, mientras que el aceite de

pescado puede contener entre 22% a 35% de Acidos Grasos Saturados.
39

Universidad del Pais Vasco de Espaiia y la Universidad Agraria “La
Molina”. (2008) Demostraron que el aceite de linaza tiene mayor
contenido de Omega 3; incluso superior al contenido del sacha inchi. Sin
embargo, el aceite de sacha inchi presenta ventajas frente al aceite de
linaza por las siguientes razones: El aceite de Plukenetia volubilis L.
tiene una alta digestibilidad, mayor que la linaza, contiene antioxidantes
naturales como €l alfa tocoferol y el beta caroteno, ademds no tiene los
antinutrientes que contiene el aceite de linaza, que incluso inhiben la
absorcion del hierro en el cuerpo humano. Ademds contiene 562 calorias

y su indice de yodo es alto: 192. ¢%*"
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1.2.2. Estudios farmacolégicos

1.23.

Vega Barandidaran, Jos¢é A. (2005). Demostrdé evidencia
estadisticamente significativa en la disminucién de colesterol en sangre
en los conejos del grupo sacha inchi. Lo que no se pudo demostrar en los
niveles de triglicéridos. Estos resultados sugieren que el sacha inchi

posee efecto hipocolesterolemiante més no hipotrigliceridemiante. %

Rios Isern F., et al. (2007). Evaluaron el efecto sobre el transito
intestinal de Plukenetia volubilis L. en ratones albinos. Presentando
efecto sobre el transito intestinal, al reducir la motilidad a una dosis de

0.5 ml del aceite. ¢

Carrera L., et al. (2008). Demostraron en sus resultados que las ratas que
recibieron dietas con Plukenetia volubilis L. no mostraron un mayor

numero de neuronas granulares normales en los 17 dias que consto esta
fase, “0

Rios Isern F., et al. (2009). Evaluaron la actividad inmunoestimulante
del aceite de Plukenetia volubilis L., en animales de experimentacion
demostrando que si presenta actividad inmunoestimulante a los
volimenes ensayados, mediante €l ensayo de Estimulacién Reticulo

Endotelial de Delevau. “V

Estudios toxicolégicos

Rios Isern F., et al. (2008). Evaluaron 1a toxicidad a dosis repetidas del
Nutraceite Omega 3 de IMET® Plukenetia volubilis L. en animales de
experimentacion. Se evalu6 el potencial téxico por 30 dias a voliimenes
de 200 pl y 400 pl, demostrandose que no era toxico a los volimenes
ensayados. “?

Rios Isern F., et al. (2008). Evaluaron la toxicidad Aguda Oral del

Nutraceite Omega 3 de IMET® Plukenetia volubilis L. en animales de
22



experimentacion. Se evalué el potencial téxico mediante los Métodos de
Dosis Limite, a volumen de 0.5 ml en ratones y Clases T6xicas Agudas
(CTA), a volumen de 3.62 ml en ratas, demostrandose que no era téxico

a los volimenes ensayados. *®

1.3. HIPERLIPIDEMIA

Es una alteracién genética o adquirida de la sintesis o degradacién de las
lipoproteinas que conducen a un aumento del colesterol plasmaético, de los
triglicéridos o de ambos a la vez que suele corresponder a un aumento del
colesterol LDL, a un incremento del colesterol VLDL (lipoprotefna de muy baja

densidad) y/o a una disminucién del colesterol HDL. “*49

Las diferentes sociedades cientificas consideran las cifras de lipidos como
normales o patolégicas seglin criterios distintos, por lo que estos valores no
siempre concuerdan entre si. Por ejemplo, la Sociedad FEuropea de
Arteriosclerosis considera como normales cifras de colesterol circulante
inferiores a 200 mg/dl, hipercolesterolemias leves entre 200 a 249 mg/dl,
hipercolesterolemias moderadas entre 250 a 299 mg/dl e hipercolesterolemias

graves aquellos valores que superan los 300 mg/dl. @

Desde el punto de vista etiopatogénico, las hiperlipidemias se clasifican en
primarias y secundarias. Las hiperlipidemias primarias son enfermedades
hereditarias en las que la alteracién lipidica constituye su fenotipo, donde las
concentraciones elevadas de las lipoproteinas son la manifestacién primaria de la
enfermedad. La clasificacion més aceptada para las primarias ha sido la de
FREDRIKSON, modificada posteriormente por una comision de la OMS. Esta
clasificacion se basa en el aspecto macroscépico del suero, concentracion total
del colesterol, triglicéridos y distribucién de las lipoproteinas. Establece seis

tipos de hiperlipidemias en funci6n de la lipoproteina aumentada en plasma, “®

Las hiperlipidemias secundarias, a diferencia de las anteriores son consecuencia
de otra enfermedad presente (obesidad, alcohol, endocrinopatias, etc) y solo ¢l

tratamiento de la causa primaria constituir4 una terapéutica util. “
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1.3.1. CLASIFICACION DE LAS HIPERLIPIDEMIAS

A. Hiperlipidemias Primarias

a) Hiperlipoproteinemia tipo I (Hiperquilomicronemia familiar,

b)

Hipertrigliceridemia inducida por grasa, hiperlipemia
exbgena).

Es debida a un déficit de catabolizacién de los quilomicrones por
alteracion funcional de la lipoproteinlipasa extrahepética (LPL). La
deficiencia de esta enzima da como resultado uina menor capacidad
para depurar quilomicrones. Clinicamente se caracteriza por la
presencia en edades juveniles de crisis de dolor abdominal,
relacionadas ocasionalmente con un exceso en la ingesta de grasas,
presencia de xantomas planos eruptivos localizados
fundamentalmente en los gliteos y tronco, hepatoesplenomegalia,

lipemia retiniana y pancreatitis. “*

Hiperlipoproteinemia tipo IIa (hiperbetalipoproteinemia,
hipercolesterolemia).

Constituye la dislipemia mas frecuente. Dentro de este grupo
podemos distinguir tres tipos de hipercolesterolemia primarias:
hipercolesterolemia familiar monogénica, hipercolesterolemia

familiar poligénica ¢ hiperlipidemia familiar combinada. ¥

b.1) Hipercolesterolemia familiar monogénica.

Se debe a una alteracion de los receptores celulares de las
LDL, que da lugar a la acumulacién de la LDL circulantes,
ricas en colesterol y a su depuraci6on por un mecanismo
anormal (macréfagos) responsable del depésito lipidico a nivel
de los tendones, de la cornea y sobre todo de 1a pared arterial.
44)

Clinicamente la manifestacién més importante la constituyen

los xantomas y xantelasmas, que aparecen después de la
24
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)

eruptivos).

adolescencia en los heterocigotos y desde la infancia en

homocigotos.

b.2) Hipercolesterolemia familiar poligénica.

Su patogénesis es desconocida, aunque se sabe que no hay
alteracion en los receptores LDL. Supone el 80 % de las
hipercolesterolemias. E! aumento de los niveles de LDL
refleja los efectos de miltiples interacciones genéticas, que su
vez estdn influenciadas por factores ambientales como el
contenido dietético de colesterol y grasas, consumo de

alcohol, etc. “9

b.3) Hiperlipoproteinemia tipo IIb (hiperlipidemias

combinada)

Es poco clara la patogenia de la hiperlipidemias IIb. En esta
enfermedad se da la elevaci6on moderada de los niveles de
colesterol y triglicéridos en la mayoria de los pacientes con
un aumento simulténeo de LDL e hiperproduccién VLDL. “©

Los receptores LDL son normales, tanto desde el punto de
vista cuantitativo como funcional. Se asocia con frecuencia a
la obesidad, hiperinsulinemia e intolerancia a los hidratos de
carbono. Las alteraciones biol6gicas y las manifestaciones

ateroesclerdticas solo aparecen en la edad adulta. “®

Hiperlipoproteinemia tipo IT1

Enfermedad muy poco frecuente, que se transmite de forma

autosémica dominante. “®

Bioquimicamente es debida a un déficit en la eliminacién de los
quilomicrones remanentes por alteraciones de la apo E, con la
consiguiente acumulacién de IDL. Se caracterizan clinicamente por la

presencia de diversos xantomas (tendinosos, tuberosos, palmares y

(46)

25



d) Hiperlipoproteinemia tipo IV (hipertrigliceridemia familiar o

€)

hiperlipemia endégena)

De cardcter genético mondgenico y de transmisién autosémica
dominante, de frecuencia elevada, afectando al 1 % de la poblaci6n
general. Aunque el defecto genético es desconocido, existe un
aumento de de la sintesis de VLDL ricas en triglicéridos con una
disminucion de su aclaramiento plasmético con LDL normal y HDL

disminuida, “*®

Generalmente el diagnostico se establece en la edad adulta joven.
Clinicamente puede aparecer dolor abdominal con o sin pancreatitis y
xantomas eruptivos, aunque la mayoria de los pacientes se encuentran

asintomdticos., “®

Hiperlipoproteinemia tipo V  (hiperlipidemia mixta,
hipertrigliceridemia mixta, hiperlipoproteinemia endégena y

exbgena, sindrome de quilomicremia). “*©

En esta hiperlipidemia esté alterada la clarificacion de las grasas. Que
cursd con aumento conjunto de las VLDL y quilomicrones. Se trata de
una enfermedad muy poco frecuente cuya fisiopatologia es mal
conocida, ¢+

Esta enfermedad suele manifestarse en la edad adulta y la aparicion de
los sintomas puede ser espontidneo como son los (xantomas eruptivos,
hepatomegalia, dolores abdominales y pancreatitis) e inducida por
factores que inducen hipertrigliceridemia, como el embarazo, alcohol,

obesidad, diabetes, etc. (449
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B. Hiperplipidemias Secundarias

Son aquellas dislipidemias que se encuentran asociadas a diversas
alteraciones metabdlicas o procesos primarios de tal forma que
solamente el tratamiento especifico de la causa primaria llevard

consigo la desaparicion de las alteraciones lipidicas. “®

Existen multiples factores secundarios capaces de reducir los niveles
HDL en plasma; incluyen: obesidad, tabaquismo, dieta hipocaldrica
rica en carbohidratos, diabetes mellitus, progestagenos, probucol y p-
blogueadores. “©

La hipertirgliceridemia generalmente se asocia a los valores bajos de
HDL-Colesterol, que se normaliza al tratar la hipertrigliceridemia.
Esto puede deberse al intercambio de colesterol por triglicéridos entre
las lipoproteinas ricas en TG y las HDL. La reduccién de HDL-
Colesterol observada en la hipertrigliceridemia es un posible nexo

indirecto entre TG y ateroesclerosis. “¥

Los principales procesos asociados con hiperlipidemias secundarias
son: obesidad, alcoholismo, nefropatias, hepatopatias, diabetes

mellitus, endocrinopatias, gota. “®

1.32. MODELOS ANIMALES PARA FEL ESTUDIO DE LAS
HIPERLIPIDEMIAS

Diversos estudios han demostrado que diferentes tipos de alimentos
pueden modificar el metabolismo de lipidos, dando como resultado
dislipidemias. Estos hallazgos son posibles mediante al uso de modelos
biolégicos. “” Los modelos animales se han utilizado por mucho tiempo
para estudiar el efecto del colesterol y las grasas en la dieta sobre el
metabolismo de lipoproteinas y desarrollo de arteriosclerosis, por proveer

informacién rdpida y veraz. Es importante elegir el modelo con el que se
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va a trabajar pues existe variabilidad entre géneros, especies, subespecies e
@7

inclusive entre cepas de animales.
La hiperlipidemia en animales se logra tras alimentar al mismo con una
dieta rica en grasas durante un periodo de 3-6 meses. Si bien en un mes de
dieta se puede medir el efecto hipolipemiante, recién entre 3 y 6 meses se
puede medir correctamente el indice aterogénico. La planta a investigar se
administra junto con la dieta o posteriormente. Los lotes de animales
deben ser mayores a seis. ¥ La constatacién en la reduccion de los lipidos
(colesterol y triglicéridos) en sangre sirve no s6lo como verificacién de
actividad hipolipemiante de una droga, sino también como constatacién de
reduccion del indice de aterogenicidad (arteriosclerosis). Entre los

mecanismos de accién propuestos tenemos: “

* Inhibicion de la sintesis de colesterol hepatica por inhibicion
enzimitica (HMG-CoA reductasa) involucrada en la sintesis de
colesterol. Actiian por este mecanismo las estatinas y entre las drogas

vegetales los extractos de berenjena.

» Acidos grasos poliinsaturados (aceites de pescado) los cuales
incrementan la actividad de la lipoprotein-lipasa e inhiben la sintesis de
VLDL-colesterol en higado.

* Antioxidantes (flavonoides en especial) que actian inhibiendo la

peroxidacion lipidica.

» Inhibicién de la absorcién de colesterol a nivel intestinal empleando
secuestrantes de 4cidos biliares como la colestiramina, la cual previene
la reabsorcién de 4cidos biliares desde el sistema digestivo. De ésta
manera promueve la conversibn de colesterol en 4cidos biliares.
Algunas fibras vegetales actian de esta manera.
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a) HIPERLIPIDEMIAS SIN INDUCCION DE DIETA

» Modelo de hiperlipidemia inducido por colesterol exégeno

Para la induccién de la hipercolesterolemia exégena se

administra una dosis diaria de 60 mg/ml (60

colesterol al 6% (p/v) en carboximetil celulosa al

mg/dia de
0,75%) de

suspension de colesterol a 10 conejos durante 118 dias que dura

el experimento.

=  Modelo agudo de hiperlipemia inducida con tritén

¥ Consiste en inducir hiperlipidemia en ratones suizos machos

de 25 a 30 g de peso corporal por administracion via
intraperitoneal de Tritén (iso-octil-polioxi-etilenefenol).
Después de 18 h de tratamiento, se extrae la sangre del
plexo ocular de los animales y se obtiene €l suero por
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. Se mide las
concentraciones de colesterol total, triglicéridos,
lipoproteinas de baja densidad (COL-LDL) y de alta
densidad (COL-HDL) en suero. ¥

¥ Consiste en inducir hiperlipidemias en ratas por

administracioén intraperitoneal (i.p) de Trit6n (iso-octil-
polioxi-etilenefenol) a dosis de 400 mg/kg que es un agente
tensioactivo que impide la captacién de los lipidos del
plasma por los tejidos con aumento reaccional de su
biosintesis, sobre todo el colesterol por el higado,
administrandose la droga hipolipidémica antes o después de

suministrar la sustancia. ¢V
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b) HIPERLIPIDEMIAS INDUCIDAS POR LA DIETA

Modelos animales no modificados genéticamente

=  Modelo experimental de bajo costo.
Consiste en alimentar conejos Nueva Zelanda blancos o
cobayos Hartley teniendo en cuenta las dos razas mds
comunes de ambas especies, con suplementos de yema de
huevo en poca cantidad durante 90 dfas. Fisiol6gicamente, los
conejillos presentan el metabolismo de los lipidos més

cercana a los seres humanos. ©?

s Modelo de hiperlipidemia en porcino inducida por dieta.
Se induce hiperlipidemia en porcinos con una dieta rica en
colesterol durante noventa dias, el cerdo es un buen modelo
de estudio ya que tiene muchas similitudes con la especie
humana, incluyendo el tamafio y la distribucion de las
arterias, localizacion del engrosamiento de la intima en estado
normal, distribucién de las lipoproteinas plasmaéticas y

respuesta a las dietas hiperlipidémicas. >

®  Modelo animal con estimulo de dietas ricas en grasas.
¥ Los conejos son el modelo mas sensible a dietas altas en
grasas, seguidos de algunos tipos de monos, cisnes,
mapaches, roedores y perros. Siendo los conejos muy
usados para el estudio de la fisiopatologia de la
hipercolesterolemia y arteriosclerosis. Se provoca
hipercolesterolemia ¢ hiperlipidemias por ingestion de
cantidades excesivas de colesterol, aqui se investiga el
descenso del nivel sanguineo de dicha sustancia y los

lipidos por administracién de las drogas. “”
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v" Otro modelo animal, es la zarigiieya gris de cola corta que
responde dramdticamente al estimulo de dietas ricas en
grasas ¢ incrementa la concentracién de VLDL y LDL
plasmaticos hasta 18 veces lo normal. “”

¥ Los monos de diferentes subespecies, responden en formas
diferentes a estimulos con dietas altas en grasas e incluso
algunos de ellos pueden volver hereditaria esta respuesta y
los mecanismos por los cuales responden son muy
variados, ya que es a nivel de sintesis de colesterol,
absorcion intestinal y excrecion de sales biliares por lo
que se pueden usar-en una forma amplia para el estudio de
dislipidemias de diferentes orfgenes, incluyendo tanto a
las primarias como a las secundarias. *”

v Los roedores, aunque no son tan sensibles a desarrollar
hipercolesterolemia son ampliamente utilizados como
modelos experimentales dado su tamafio, el poco espacio
que ocupan y su similitud con el metabolismo de
lipoproteinas con respecto al humano, ademés son de facil

manejo. 47

Modelos animales modificados genéticamente

* Modelo experimental para estudios de hiperlipidemia
asociada a la diabetes. |
La hiperlipidemia es inducida en ratas machos y hembras
cepa Wistar, con diabetes neonatal, alimentados con dieta
semipurificada, con o sin suplementacién de colesterol (2%)
durante 8 semanas. Los niveles de colesterol plasmatico total
(CT) son determinados después de ayuno de 18 horas, por el

método enzimatico. ©¥
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s Modelo animal para el estudio de hipercolesterolemia
Jamiliar humana.
Se usa conejos resistentes al colesterol, llamado "Watanabe"
que posee una deficiencia en el gen del receptor de LDL,
dando como consecuencia una mayor concentracién basal de

colesterol plasmético con una dieta normal. “7

Otros modelos animales para el estudio de hiperlipidemias

v Los ratones apoE knock-out (apoE-/-) en los que se ha
seleccionado el gen que codifica para la apolipoproteina E,
constituyente fundamental de diversos tipos de lipoproteinas,
desarrollan hiperlipidemia y aterosclerosis tanto con dieta
normal como con dieta rica en grasa, aunque la severidad del
fenotipo depende de la variedad de rat6n utilizado. ©>

v Otro modelo es el raton knock-out para el receptor LDL
(LDL-/-). La deficiencia de estos receptores provoca una
hipercolesterolemia menos severa que en el caso de los
ratones knock-out para la apo E, pero una dieta rica en grasa
provoca el desarrollo de hipercolesterolemia y aterosclerosis.
Este tipo de animales es particularmente susceptible a la dieta
ya que pequefios cambios en su composicion son suficientes
para modificar el fenotipo aterosclerdtico. Otra ventaja de €ste
modelo es que la deficiencia del receptor de LDL es un
fenotipo encontrado en los humanos con cierta frecuencia. >
v' En la dltima década se ha desarrollado un nuevo modelo de
ratones doble knock-out apoE y LDL-R, que desarrollan una
hiperlipidemia mis severa mayor que el modelo deficiente
solo en apoE, en este caso también acelerado por una dieta
rica en grasa.

v Otro tipo de modelo murino estd basado en un método de
reemplazamiento génico conocido como knock-in en €l que en
lugar de eliminar, un gen determinado este, es reemplazado
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por una variante del gen en la misma localizacién del genoma.
Los ratones knock-in que expresan la apoE2 humana muestran
un perfil plasmético lipoprotéico similar al de los sujetos
hiperlipidémicos tipo III, que tienen un menor aclaramiento
de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y por tanto

desarrollan aterosclerosis a pesar de una dieta normal. ©>

¢) MODELOS DE ANIMALES TRANSGENICOS
Se han desarrollado animales modificados genéticamente por
alteracion de uno o més genes o por transgénesis de genes alterados
de la especie humana que da lugar a la aparicion de hiperlipidemias

y que finalmente conducen a la aparicién de ECV.

v Se utilizan los ratones ob/ob y db /db, cuya caracteristica es
presentar mutaciones que interrumpen la sefializacién entre el
tejido adiposo blanco y el cerebro, sufriendo una afeccién en la
sintesis de leptina y del receptor de la misma, lo que ocasiona
un aumento en la cantidad de tejido adiposo blanco que los
conduce a obesidad. ¥

v’ Otros animales transgénicos son los denominados A-ZIP / F-1,
que carecen de tejido adiposo blanco, lo que los convierte en
animales diabéticos, con muy bajos niveles de leptina, muy
altos en glucosa, insulina, acidos grasos libres y triglicéridos.
Estas caracteristicas convierten a los animales transgénicos en
excelentes objetos de estudio de diversos padecimientos que

ocurren en forma muy semejantes al humano. >
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II. HIPOTESIS

El aceite de Plukenetia volubilis 1.. a volimenes de 200 pL, 400 pL y 800 pL, presenta

efecto hipolipemiante en ratas albinas con hiperlipidemia experimental inducida.
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II. DEFINICIONES OPERACIONALES

- 3.1. VARIABLES:

Variable Independiente

o Aceite de Plukenetia volubilis L.

Variable Dependiente

e Efecto hipolipemiante de la sustancia evaluada, segin los diferentes voliimenes

ensayados.

3.2. INDICADORES:
Indicadores de la Variable Independiente

o Volumenes de 200 pl, 400 ply 800 pl.

Indicadores de la Variable Dependiente

o Pardmetros bioquimicos de los grupos experimentales:

v Concentracién de Colesterol Total:

Conc. Muestra (mg/dl) = D.O Mta x Conc. Std.
D.O Std.

¥" Concentraci6n de Triglicéridos:

Conc. Muestra = DO Mta x Cone. Std.
DO Std
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3.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:
CUADRO N° 6: OPERACIONALIZACION DE LA VARIABLE INDEPENDIENTE
Escalay
Variable .
Definicién Conceptual Definicién Operacional Indicador Tipo de Indice
Independiente )
variable
) Proceso de extraccion de
Producto con diversos .
. .. |lasemilla de Plukenetia
- compuestos quimicos, obtenido Escala:
Aceite de ) ) . |volubilis L. para luego ser
de la trituracién de las semillas . Razé6n
Plukenetia prensado en ftio, Volimenes de 200 pl, ) Lo
, enteras y sanas, por prensado en . ) , ‘ Tipode |[Hipolipemiante
volubilis L. ) posteriormente dejar 400 pl y 800 pl. .
L frio y filtrado-al vacio, la cual . variable:
“sacha inchi” . sedimentar de 10:a 18 L
serd administrada por via oral a Cuantitativo:

animales de experimentaci6n.

horas. Finalmente fiitrar al

vacio.
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CUADRO N° 7: OPERACIONALIZACION DE_LA VARIABLES DEPENDIENTES

Escalay
Variable I
Definicion Conceptual Definicion Operacional Indicador Tipo de Indice
Dependiente
variable
* Colesterol
total: 64 — 80
Determinaci6n del efecto
Acci6n de disminuirlos | = o ) . . Escala: me/dL
Efecto ) . hipolipemiante segtin la variacién | Pardmetros bioquimicos:
L. niveles plasméticos de . . , Razén
hipolipemiante del de los parametros bioquimicos en | colesterol total y .
te do Pluke colesterol total y | oles entacié rialicrid | Tipo de
aceite de Plukenetia os animales de experimentacién a |triglicéridos en los ¢ Triclicéridos:
tubilis I  triglicéridos, sobre un diferentes vold pe dol ¥ —— variable: | Lnglicéridos:
volubilis L. iferentes volimenes de la rupos experimentales. : :
' sistema biologico. Stp P Cuantitativa |73~ 133 mg/ dL

sustancia.

Fuente: Valores obtenidos por las autoras.
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CAPITULO III
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L METODOLOGIA
1.1. TIPO DE INVESTIGACION

1.1.1. Tipo de estudio:

Se empled un disefio experimental, prospectivo y longitudinal.

v' Experimental: Porque se realiz6 comparaciones de la variable

dependiente entre los grupos experimentales y de control.

v Prospectivo: En el registro de la informacién se tomé en cuenta los
hechos a partir de la fecha de estudio.

v Longitudinal: El ensayo se realiz a través del tiempo.

1.2. DISENO DE INVESTIGACION

El estudio se realiz6 con ratas albinas Rattus norvegicus, cepa holtzmann, con
peso corporal de 180-200 g, sexo macho, a los cuales se indujo hiperlipidemia
tras la administracion de colesterol quimicamente puro durante 90 dias, 60 dias
después de la induccién se administré el aceite de Plukenetia volubilis L., “sacha
inchi” a volumenes de 200 pL, 400 pL y 800 pL durante 30 dias.

La muestra animal estuvo constituida por 42 ratas albinas Rattus norvegicus, cepa
holtzmann, machos, de aproximadamente 60 dias de edad, que cumplieron con los

criterios de inclusion.
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Ensayo preclinico, con grupos seleccionados al azar, bajo condiciones

experimentales controladas.

Se realizaron pruebas bioquimicas para determinar variaciones de los niveles de
colesterol total y triglicéridos, al inicio, 60 y 90 dias.

1.3. POBLACION Y MUESTRA

1.3.1. Poblacién vegetal

1.3.2.

Constituida por las plantas de Plukenetia volubilis L. del Jardin Botanico
del Instituto de Medicina Tradicional (IMET-EsSALUD), ubicado en el
pasaje San Lorenzo N° 205, distrito de San Juan, provincia de Maynas,
Departamento de Loreto, Iquitos-Perii a orillas del rio Amazonas en la
Selva Baja, a una altura de 116 msnm, latitud sur de 03° 45° 18 y
longitud oeste de 73° 14’ 00’ aproximadamente, en una zona de vida
considerada Bosque Himedo Tropical, con terreno de tipo franco arenoso,

ligeramente 4acido y buen contenido de materia orgénica. Presenta una

temperatura media anual de 26° C y una precipitacién pluvial de 2,727

mm al afio.
Muestra Vegetal

La muestra vegetal estuvo constituida por 500 ml del aceite de Plukenetia

volubilis 1., la cual fue obtenida de 3 Kg de semillas recolectadas del
Jardin Boténico del Instituto de Medicina Tradicional (IMET-EsSALUD),
con sede en la ciudad de Iquitos.

Criterios de inclusion de Ia muestra vegetal
- Aceite de color amarillo intenso y puro.
- Aceite que presente consistencia viscosa.

- Aceite sin presencia de particulas extrafias.
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1.3.3.

1.3.4.

Poblacion Animal

La poblaciéon animal estuvo constituida por ratas albinas Rattus
norvegicus cepa holtzmann, sexo macho, con un peso promedio de 180 y
200 g, procedentes del Centro Nacional de Produccién Biologica del
Instituto Nacional de Salud - MINSA, con sede en Lima, con certificado
de salud. (Ver Anexo N° 1)

Muestra Animal

La muestra animal estuvo conformada por un promedio de 42 ratas
albinas, Rattus norvegicus cepa holtzmann, machos; elegidos al azar, los
cuales fueron distribuidos en 7 grupos experimentales con 6 animales por

grupo. Segun el siguiente esquema:

Grupo I (Control normal): Ratas con alimento normal y sin
tratamiento.

Grupo II (Control negativo): Ratas con hiperlipidemia experimental
inducida con 200 mg/ml de Colesterol Quimicamente Puro sin

tratamiento.

Grupo III (Muestra problema): Ratas con hiperlipidemia experimental
inducida con 200 mg/ml de Colesterol Quimicamente Puro y tratadas con
aceite de Plukenetia volubilis L., a volimen de 200 pL.

Grupo IV (Muestra problema): Ratas con hiperlipidemia experimental
inducida con 200 mg/ml de Colesterol Quimicamente Puro y tratadas con

aceite de Plukenetia volubilis L., a volimen de 400 pL.

Grupo V (Muestra problema): Ratas con hiperlipidemia experimental
inducida con 200 mg/mi de Colesterol Quimicamente Puro y tratadas con
aceite de Plukenetia volubilis L., a volimen de 800 pL.
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Grupo VI (Control positive): Ratas con hiperlipidemia experimental
inducida con 200 mg/ml de Colesterol Quimicamente Puro y tratadas con
Atorvastatina a dosis de 10mg/kg. '

Grupo VII (Control positivo): Ratas con hiperlipidemia expefimental
inducida con 200 mg/ml de Colesterol Quimicamente Puro y tratadas con
Gemfibrozilo a dosis de 600mg/kg.

Criterios de inclusién de 1a muestra animal

- Animales de experimentaci6n certificadas por el Instituto Nacional de
salud con sede en Lima.

- Animales de experimentacién que pasaron el periodo de cuarentena.
- Animales de experimentacién adultos, jovenes y sanos.

- Animales de experimentacion de sexo macho con peso corporal de
1802200 g.

- Animales de experimentacién que presentaron los pardmetros
bioquimicos de colesterol total y triglicéridos aumentados.

1.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

14.1.

Recoleccion del material vegetal

El material vegetal recolectado fueron las semillas de Plukenetia
volubilis L. del cual se obtuvo el aceite. Para la recoleccion se siguieron

los siguientes pasos:
o Seleccion de 1a especie de Plukenetia volubilis L.

Para la seleccién de la muestra vegetal se considerd los siguientes
factores:
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1.4.2.

- Edad de la planta.
- Estado vegetativo.
- Temporada de recoleccién.

o Seleccion de materia prima: Fueron seleccionadas las semillas en

buen estado de conservacion.

¢ Lavado de materia prima: las semillas se sometieron a la accion de
hipoclorito de sodio al 3% por espacio de 3 minutos. Luego se enjuagé

con agua a chorro continuo para despojarlos de contaminantes.
o Identificacién Taxonémica de Plukenetia volubilis L.

La muestra vegetal fue identificada en el Herbarium Amazonense
(AMAZ) de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana. (Ver
Anexo N° 2)

Obtencion del aceite de Plukenetia volubilis L.

Se seleccionaron semillas enteras y sanas. Luego fueron desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 3%, por espacio de 3 minutos y lavadas con

abundante agua.

Luego se procedié a descascarar quedando el endospermo, éstos fueron
molidos y posteriormente se someti6 al prensado en frio para la
extraccion del aceite (también queda la torta), con una méquina
prensadora manual. El aceite fue recolectado y luego sedimentado por
espacio de 12-18 horas. Para después ser filtrado al vacio. Finalmente el
aceite fue centrifugado para eliminar cualquier impureza que pueda

precipitar.

Se necesit6 en promedio 3 kg de semillas descascarada para obtener 500

m! de aceite de sacha inchi.
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o Envasado del aceite: El aceite fue embasado en botellas de vidrio
oscuro, en una camara de flujo laminar. Luego sellado con chapa

metalica.

o Almacenado: Se almacend en un ambiente seco a temperatura menor

de 25°C, en frasco con cierre hermético y alejado de la luz.

1.4.3. Evaluacién de la actividad hipolipemiante. (Ver Anexo N° 3)

a) Animales de ensayo

Los animales fueron sometidos a condiciones de aclimatacién y
acondicionamiento, con la finalidad de que se adapten a su entorno
ambiental; ademas durante éste periodo estuvieron bajo observacion
permanente. Los animales que presentaron  alguna alteraci6h
funcional fueron rechazados. Los mismos se repartieron al azar en los
lotes tratados y los de control ségun €l critério de inclusion; luego sé
asignaron a cada animal un nimero y una marca para su
identificacién. (Ver Anexo N° 4)

b) Induccidn experimental de hiperlipidemia

La induccion de hiperlipidemia (colesterol y triglicéridos) se realizd
mediante €l método descrito por Ruiz - Roso (2003) modificado. La
administracién de colesterol quimicamente puro se realiz6 24 horas
después de la toma de muestra basal a todos los grupos excepto al
control normal. Se administr6 via oral a cada animal de experimentacién
200 mg/ml de colesterol quimicamente puro al 20 % (p/v) en una
solucién de carboxilmetilcelulosa al 0.5 % diluida con agua destilada. La
administracion del colesterol se realizé diariamente por las mafianas y a
una hora establecida 8:00 a.m., desde el inicio hasta el final del ensayo
(90 dias).



d)

Se realiz6 la toma de muestra a los animales en los dias 1, 60 y 90 del
estudio, en los que se evalué los niveles de colesterol total y triglicéridos
de los respectivos grupos, también se controlo el -peso corporal de cada
grupo experimental, cada 15 dias durante el estudio.

Tratamiento de los grupos experimentales.

Se inicié a las 24 horas después de realizado los andlisis bioquimicos
(colesterol total y triglicéridos) de cada grupo experimental. La
administracién del colesterol quimicamente puro, fue durante todo el
eénsayo (90 dias), la administracion del aceite de Plukenetia volubilis L. a
volumenes de 200 pL, 400 pL y 800 pL y los controles positivos:
Atorvastatina a dosis de 10mg/kg/p.c y Gemfibrozilo a dosis de
600mg/kg/p.c se realiz6 el 61 dia de iniciado el experimento, durante
30 dias. Se administr6 por las mafianas a una hora establecida 9:30 a.m.
Los controles positivos fueron disueltos en solucién salina, que se

preparé momentos antes de su administracion.

Evaluacion

El periodo de evaluacién se realiz6 durante 90 dias. Se registraron los

pesos y los pardmetros bioquimicos de los animales.
- Peso corporal

Se realiz6 un control de peso corporal a todos los animales, para

determinar }a variacion de los mismos.
- Bioquimica clinica

La determinacién de los pardmetros bioquimicos: colesterol total y
triglicéridos se realiz6 al inicio, 60 y 90 dias del estudio. Los animales
fueron puestos en ayuna 12 horas antes de la toma de muestra para los

respectivos andlisis bioquimicos.
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Cuadro N° 8: Métodos para determinacién de los pardmetros

bioquimicos.
Pruebas bioquimicas (52,53) Caracteristicas
Colesterol total Método enzimético (500 nm).
Triglicéridos | Método enzimatico (492 nm).

¢) Sacrificio de los animales

Al término del experimento los animales fueron sacrificados por el
método de dislocacion cervical, teniendo en consideracién los principios
éticos en la experimentacién animal, segin el Articulo 10 de los
Principios bésicos del Comité Nacional de Espafia perteneciente al
International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS) que

permite disminuir al méximo el sufrimiento de los mismos. ©©

1.5. MATERIALES

1.5.1. Material Vegetal:
o Aceite de Plukenetia volubilis L.

1.5.2. Material Animal:

o Ratas albinas Rattus norvegicus, cepa holtzmann, sexo macho.
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1.5.3. Materiales de laboratorio:

Cénulas intragéstricas.
Agujas descartables N° 23
Jeringas descartables 1 ml.
Vasos precipitados 500 ml.
Probetas.

Placas petri

Cronémetro digital.
Termometro.

Guantes quirtrgicos N° 6 2
Algodén hidréfilo.
Espétula mediana.
Marcador de vidrio.
Mascarillas descartables.
Papel toalla.

Papel filtro

Mortero y pilén
Bandejas plasticas con tapa de malla metélica.
Viruta.

Papel aluminio

1.5.4. Equipes e Instrumentos:

Estufa eléctrica MEMMERT
Refrigeradora MABE

Balanza METTLER TOLEDO

Cémara digital KODAK

Barfio maria. SELECTA PRECISTERM.
Espectrofotometro METROLAB 1600DR
Centrifuga CLINASEAL LW SCIENTIFIC

Balanza analitica digital METTLER TOLEDO AG 204
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1.5.5. Drogas e insumos quimicos

Atorvastatina 10mg, tabletas
recubiertas. Laboratorio Marfan.
Lote N°00201697 / R.S.:NG-4273
Gemfibrozilo 600mg, tableta.

Laboratorios Naturales y Genéricos.

Lote N° 0111858/ R.S.:NG-3231

Cholesterol grado USP/NF 95% Q.P.

Marca Sigma Chemical. (Ver Anexo N° 5)
kit de Colesterol. Marca Audit Diagnostics.
kit de Triglicéridos. Marca Audit Diagnostics.
Suero fisiologico 0.9 %.

Alcohol de 96°.

Picrato de sodio al 10 %.

Carboxilmetilcelulosa. Marca Sigma Chemical.

1.6. TECNICAS USADAS EN LA RECOLECCION DE DATOS

1.6.1.

1.6.2.

Peso corporal

La recoleccion de los pesos se realizé en las tatjetas de registro de
Farmacologia para su posterior procesamiento estadistico. (Ver Anexo
N° 6)

Bioquimica clinica

Para la determinacion de los pardmetros bioquimicos se emplearon los

siguientes métodos:

- Colesterol Total: Método Enzimético (500 nm)

- Triglicéridos: Método Enzimatico (492 nm)
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Las muestras para la determinacién de los pardmetros bioquimicos
fueron procesadas con los reactivos de marca Audit Diagnostics. La
lectura de los parametros bioquimicos se realizé en un espectrofotémetro
UV visible y los valores se registraron en fichas para el anélisis

estadistico correspondiente. (Ver Anexo N° 7)

1.7. PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

1.7.1. Peso Corporal

Se pesaron a todos los animales cada 15 dias desde el inicio hasta el

final de la evaluacidn, esto se realizé en la mafiana.

1.7.2. Bioquimica clinica

a) Toma de muestra

Técnica de la Puncion cardiaca

Las muestras de sangre fueron tomadas por puncién cardiaca (corazén).
La toma de muestra de los grupos experimentales se realizd al inicio, 60
y 90 dias del estudio.

Procedimiento:

- Sujetar al animal adecuadamente, de tal forma que quede en posicion
de cubito dorsal en la palma de la mano del manipulador.

- Desinfectar con alcohol la zona del térax.

- Determinar el punto méximo del latido del corazén.

- Efectuar la puncién cardiaca, con la ayuda de una jeringa de S ml y
aguja N° 23G.

- Extraer 2.5 ml. de sangre

- Colocar la sangre en un tubo.

- Procesar la muestra para su respectivo anélisis.
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b) Procesamiento de las muestras

La muestra de sangre recolectada fue centrifugada durante cinco
minutos a 3000 rpm., para la obtencién del plasma; la cual se proces6
con los reactivos Marca Audit Diagnostics para determinar los

‘pardmetros bioquimicos.

Para la determinacién de las pruebas bioquimicas se utilizaron los

siguientes métodos: (Ver Anexo N° 8)

Método para la determinacién enzimética del colesterol total. S

La determinacion enzimética del colesterol esta basado en la liberacion
del colesterol esterificado mediante el empleo de la enzima colesterol
esterasa y la posterior oxidacién de este y el colesterol libre por el
sustrato de la enzima colesterol oxidasa. Esta reaccién libera agua
oxigenada que al reaccionar con 4-aminoantipirina y fenol produce
quinonaimina un compuesto coloreado cuya absorbancia se mide a 500
nm, segln la siguiente reaccion:
CE
Colesterol esterificado + H;O ——» Colesterol + Acido graso

CcO
Colesterol + % O, + H)O ——— 4-Colesten-3-ona + H,0,

POD

2 HyO, + fenol + 4-Aminoantipirina—— quinonaimina + 4 H,O
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Método para la determinacién enzimética de los triglicéridos 56)

El método de determinacion de triglicéridos est4 basado en la hidrélisis
de los TG presentes en la muestra por la accién de la lipasa liberando
una molécula de glicerol que en presencia de ATP y de la enzima
glicerol quinasa produce glicerol-3-fosfato. Este se oxida por la
glicerol-3-fosfato oxidasa liberando agua oxigenada, que al reaccionar
con 4-aminoantipirina y fenol produce quinonaimina, un compuesto

coloreado cuya absorbancia se mide a 500 nm.

Lipasa

Triglicéridos + HyO ———— Glicerol + Acidos grasos

Glicerol quinasa
Glicerol + ATP » Glicerol-3-P + ADP
G-3-P-Oxidasa
Glicerol-3-P + O, » Dihidroxiacetona-P + H,0,
Peroxidasa

2H,0; + 4-Aminoantipirina + clorofenal______,. Quinonaimina + 4 H,O

Las lecturas de las pruebas bioquimicas, se registraron en las tarjetas
disefiadas para el estudio del efecto hipolipemiante del Instituto de
Medicina Tradicional (IMET —EsSALUD).
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1.8. ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos, son expresados en términos

estadisticos, seglin grupo de estudio.

Calcular la media y desviacion estandar como medidas de tendencia central, que

son presentados mediante tablas y gréaficas.

Los grificos utilizados en el trabajo son :

Gréficos de barras, para representar las variaciones de peso corporal.

Gréficos de barras para representar las variables cuantitativas.

Los datos se procesaron mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
con un nivel de significancia de p< 0.05 y Prueba de Scheffé para realizar

comparaciones de promedios entre los grupos experimentales.

Para el anélisis de los resultados se emple6 el programa estadistico SPSS 15.0
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1.9. PROTECCION DE LOS DERECHOS DE LOS ANIMALES.

Las investigaciones biomédicas tienen una responsabilidad ética de salvaguardar la
salud y el bienestar de los animales de experimentacién, preservandolos de
cualquier dafio, dolor y sufrimiento innecesario antes, durante y después del
periodo de estudio. La experimentacion con animales debe ser convenientemente
emprendida sélo después de verificar la relevancia de dicho acto, por salud animal

y el adelanto del conocimiento cientifico. ©®

La experimentacion animal es hoy una actividad bésica de la ciencia médica. A ella
se oponen los movimientos pro derechos animales, normalmente fundados en una
visién meramente natural del hombre y los animales, que los iguala. Los resultados
encontrados en los animales son parcialmente aplicables al hombre y la diferencia
cualitativa entre el hombre y el animal es el fundamento que permite la

experimentacién animal, ¢

Los Principios de Técnicas de Experimentacién y el uso humanitario de los
animales de laboratorio estin fuertemente ligados. En dicho tratado describieron
por primera vez el hoy conocido lema de las tres (R) en el uso de animales de
experimentacion: reduccién, refinamiento y reemplazo. Mientras que la sustitucién
de los animales por otros métodos deberia ser una inquietud en todos los
investigadores, el refinamiento de los experimentos y la reduccion en el nimero de
los animales utilizados son aspectos fundamentales, de los cuales se ocupa esta

nueva rama de las ciencias biolégicas. *

El refinamiento involucra, fundamentalmente, la normalizacién segiin pardmetros
internacionales, la definici6n genética y del estado microbiolégico de los animales
utilizados (animales definidos) y la calidad del ambiente donde son criados, antes y
durante la experimentacion. Los progresos en el refinamiento de los experimentos

llevarian, por si solos, a la reduccion en el nimero de animales utilizados.©"
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CAPITULO 1V
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L. INDUCCION DE
COLESTEROL.

a. PESO CORPORAL

L

RESULTADOS

HIPERLIPIDEMIA

EXPERIMENTAL

CON

En la Tabla N° 1, se indica el promedio de peso corporal en gramos de ratas

albinas machos de todos los grupos experimentales, expresados en la media

aritmética y desviacion standar.

Tabla N° 1. Peso corporal promedio de ratas albinas machos, de los grupos

experimentales, durante 90 dias.

Peso*
DIAS
Grupos 0 15 30 45 60 75 90
{ C. Normal 185+ 1.94 | 203 +4.02 | 211 £6.65 | 217+5.35] 225+ 8.69 | 230+ 9.95 | 235+9.11
C. Negativo 185 +2.94|213 +4.97 | 228+:4.55 {241+£2.831274+6.69 | 298+:8.92 | 315+£9.94
Pv.L. 200l [ 184 +9.08]205 +4.94 | 222+4.08 | 247+4.51 ] 281+4.02 | 273+6.05 | 267+7.42
Pvl. 4001 1180 +£9.69] 201 +647 | 227684 |249+5.39|278+7.70 | 261 +7.82 | 242+7.24
{ P.v.L. 800 ul 179 +5.74 200 +2.34 | 228+3.19 | 256:+:6.44 | 282 +5.65 | 254+ 9.80 | 235+ 13.58
Atorvastatina {180 +£4.93 191 +3.74 | 222+3.93 | 250+3.45) 275+4.13 | 270+3.97 | 267+4.34
Gemfibrozilo 182 +4.08] 194 +3.54 | 2224591 |249+786] 275+6.86 | 272+ 8.72 | 267+ 8.66

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.
X + D: Promedio + Desviacién Standard
P.v.L.: Plukenetia volubilis L.

* Gramos.

El grifico N° 1 muestra el comportamiento de peso corporal en ratas albinas

machos, donde se observa una tendencia al incremento hasta los 60 dias de

induccién y un descenso del peso corporal de los grupos experimentales, después de

los 60 dias; a excepcion del grupo control negativo y del grupo control normal.
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GraficoN° 1

Peso corporal promedio de ratas albinas machos, de los grupos experimentales, durante 90 dias.
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b. CONCENTRACION SERICA DE COLESTEROL TOTAL A LOS 60 DIAS.

En la Tabla N° 2 y Grifico N° 2, se observa el promedio de la concentracion sérica
de colesterol total en ratas albinas, de los grupos experimentales: a nivel basal se

encontr6 3 grupos (control normal, control negativo y los grupos de tratamiento con

el aceite a volumenes de 200 pl, 400 ul y 800 ul) con niveles de colesterol dentro de

los valores normales (64 a 80 mg/dl), mientras que los demds grupos estaban por

encima de los valores normales (> 80 mg/dl). A los 60 dias de induccién se observa

un incremento muy marcado del colesterol total en una proporcion de 4:1, en todos

los grupos experimentales, excepto el control normal.

Tabla N° 2. Concentracién Sérica de colesterol total promedio de ratas albinas

machos, de los grupos experimentales a los 60 dias.

Basal con
Variable Grupos Basal* Dislipidemia
(60Dias) *
Control Normal 70,08 + 3,10 77,53 +£5,24
Control Negativo | 71,913 + 4,46 287,33 + 20,83
Colesterol P.v.L. 200ul 71,12 £ 6,72 275,95 + 36,28
mg/dl P.v.L. 400ul 78,29 + 7,83 314,59 + 21,55
P.v.L. 800ul 78,71 + 12,68 269,53 + 32,51
Atorvastatina 91,21 + 8,49 197,00 + 13,33
Gemfibrozilo 94,30 + 3,83 255,75 + 50,24

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.

*X -+ D: Promedio + Desviacién Sténdard

P.v.L.: Plukenetia volubilis L.

57



Grifico N° 2.

Concentracién sérica de colesterol total promedio de ratas albinas machos, de los grupos experimentales a los 60 dias.
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¢. CONCENTRACION SERICA DE TRIGLICERIDOS A LOS 60 DIAS.

En la Tabla N° 3 y Grifico N° 3, se observa el promedio de la concentracion
sérica de triglicéridos en ratas albinas, de los grupos experimentales: a nivel basal
se encontrd que todos los grupos experimentales tenian niveles de triglicéridos
dentro de los valores normales (78 a 133 mg/dl). A los 60 dias de inducci6n se
observa un ligero incremento de los niveles de triglicéridos en todos los grupos

experimentales, excepto el control negativo.

Tabla N° 3. Concentracién sérica de triglicéridos promedio en ratas albinas

machos, de los grupos experimentales a los 60 dias.

Basal con
Variable Grupos Basal* Dislipidemia*
(60Dias)
Control Normal 130,47 + 16,46 149,46 + 19,67
Control Negativo | 132,40+ 54,48 127,37 + 46,25
Triglicéridos P.v.L. 200ul 78,58 + 14,49 185,04 + 50,97
me/dl P.v.L. 400ul 129,85 + 29,69 174,97 £+ 30,16
P.v.L. 800ul 130,12 + 45,11 177,89 + 39,65
Atorvastatina 85,58 + 31,04 125,28 +22.10
Gemfibrozilo 128,99 + 30,44 179,56 + 16,02

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.
* X + D: Promedio + Desviacion Standard

P.v.L.: Plukenetia volubilis 1.
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Concentracién sérica de triglicéridos promedio en ratas albinas machos, de los grupos experimentales a los 60 dfas.

Grafico N° 3.
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II. EFECTO HIPOLIPEMIANTE DEL ACEITE DE Plutenekia volubilis L.
a. NIVELES DE COLESTEROL TOTAL

La Tabla N° 4, presenta los valores expresados en media y desviacién standar del
colesterol total en ratas albinas machos, a partir de la toma de muestra basal, basal
con dislipidemia y tratamiento con el aceite de Plukenetia volubilis L. y los
controles positivos: Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c y Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c.

Tabla N° 4. Promedio de la concentracion sérica de colesterol total en ratas

albinas machos, de los grupos experimentales.

Basal con Tratamiento
Variable Grupos Basal * Dislipidemia (Farmacos y aceite
(60Dias) * Pv.L) *
Control Normal 70,08 + 3,10 71.53+5,24 87,06 + 7,81
Control Negativo | 71,913 + 4,46 287,33 + 20,83 119,59 + 4,23
Colesterol P.v.L. 200ul 71,12+ 6,72 275,95 £ 36,28 76,80 + 8,17
me/dl P.v.L. 400ul 78,29 + 7,83 314,59+ 21,55 74,21 + 8,51
P.v.L. 800ul 78,71 + 12,68 269,53 + 32,51 67,18 + 3,54
| Atorvastatina 91,21 + 8,49 197,00 + 13,33 89,78 + 2,42
Gemfibrozilo 94,30 + 3,83 255,75 + 50,24 97,47 + 4,31

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.
* X + D: Promedio + Desviacion Standard
P.v.L.: Plukenetia volubilis L.

El Grifico N° 4 muestra el comportamiento de los niveles de colesterol total:
basal, 60 y 90 dias en ratas albinas machos de los grupos de experimentales, en el
cual se aprecia que los niveles de colesterol total de las ratas albinas desciende
significativamente a niveles normales (64 — 80 mg/dl), al recibir tratamiento con el
aceite de Plukenetia volubilis L. a volumenes de 200 pl, 400 ul y 800 ul con
relacién a la basal con dislipidemia a los 60 dias de induccion. Asi mismo se
observa que al recibir tratamiento con los controles positivos (Atorvastatina 10
mg/Kg/p.c y Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c) hay una disminucién pero sin alcanzar

los niveles normales.
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Grafico N° 4

Promedio de la concentracion sérica de colesterol total en ratas albinas machos, de los grupos experimentales.
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En la Tabla N° 5, se observa una diferencia altamente significativa del nivel de
colesterol total entre los grupos de tratamiento con el aceite de Plukenetia volubilis
L. a volumenes de 200 pl, 400 ul y 800 pl respecto al promedio del control
negativo (119.59+ 4.23), a los 90 dias. (ANOVA, p<0.000)

Los controles positivos (Atorvastatina 10mg/Kg/p.c y Gemfibrozilo 600
mg/Kg/p.c) muestran también una diferencia altamente significativa de los niveles
de colesterol total respecto al promedio del control negativo (119.59+4.23), a los
90 dias. (ANOVA, p<0.000)

Tabla N° 5. Medidas de resumen del Andlisis de Varianza del Colesterol total

(ANOVA)

COLESTEROL | Promedio * Desv. Std. p
P.v.L. 200u1 76,80 + 8,17 0,000
P.v.L.400n1 74,21 £ 8,51 0,000
P.v.L. 800ul 67,18 +£3,54 0,000
Atorvastatina 89,78 + 2,42 0,000
Gemfibrozilo 97,47 + 431 0,000

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.

P.v.L.: Plukenetia volubilis L.
La Tabla N° 6 y en el Grifico N° §, muestran que los grupo de tratamiento con el
aceite de Plukenetia volubilis L. presentan una marcada disminucion de los niveles
de Colesterol total: a volimen de 200 ul redujo el nivel de colesterol total en 36 %,
a volimen de 400 ul disminuy6 en un 38% y a volimen de 800 ul redujo un 44%,
respecto al promedio del control negativo (119.59+ 4.23), a los 90 dias.

El grupo de tratamiento con Atorvastatina a dosis de 10 mg/Kg/p.c redujo el nivel
de colesterol total en 25 % respecto al control negativo. El grupo de tratamiento
con Gemfibrozilo a dosis de 600 mg/Kg/p.c redujo el nivel de colesterol total en 19

% respecto al control negativo, a los 90 dias. .

Esto demuestra que el aceite de Plukenetia volubilis L. tiene un efecto
hipolipemiante muy importante al reducir los niveles de colesterol con relacion a
los tratamientos con Atorvastatina 10 mg/Kg/pc y Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c.
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Tabla N° 6. Porcentaje de disminucién de los niveles de colesterol total de los

grupos experimentales respecto al control negativo a los 90 dias.

Colesterol | % Disminucién
Grupo de
tratamiento total de
(mg/dD)* colesterol total
P.v.L.200 pul 76,80 + 8,17 36
P.v.L. 400 pl 74,21 + 8,51 38
P.v.L. 800 pl 67,18+ 3,54 44
| Atorvastatina 89,78 +2,42 25
Gemfibrozilo 97,47 + 4,31 19

Fuente: Datos obtenidos por las autoras
P.v.L.: Plukenetia volubilis 1..

* X + D: Promedio + Desviacién Standard

GrificoN° S

Porcentaje de disminucién de los niveles de colesterol total de los grupos

experimentales respecto al control negativo a los 90 dias.

120
S 100 Vv
=) o~ )
E A
= 80 - — —
= B
S 60 V]
°
g 40 1
7
D
8 20 V] v
o P 5 y p S -~ | —
> .8 N { { g ©
s q?@ > S o & &
(:‘e Sl oY g Y & S
[ < Q Q° e’o o

64




b. NIVELES DE TRIGLICERIDOS

La Tabla N° 7, presenta los valores expresados en media y desviacion standard de
los niveles de triglicéridos en ratas albinas machos, a partir de la toma de muestra
basal, basal con dislipidemia y tratamiento con el aceite de Plukenetia volubilis L.

y los controles positivos: Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c y Gemfibrozilo 600
mg/Kg/p.c.

Tabla N° 7. Promedio de la concentracion sérica de los niveles de triglicéridos

en ratas albinas machos, de los grupos experimentales.

Basal con Tratamiento
Variable Grupos Basal* Dislipidemia (Férmacos y aceite
(60Dias)* P.v.L)*

Control Normal 130,47 + 16,46 149,46 + 19,67 168,50 + 22,89

Control Negativo | 132,40 + 54,48 127,37 + 46,25 304,33 + 53,23

Triglicéridos P.v.L. 200ul 78,58 + 14,49 185,04 & 50,97 116,46 + 18,04
mg/dl P.v.L. 400u1 129,85 + 29,69 174,97 + 30,16 120,03 + 20,94
P.v.L. 800ul 130,12+ 45,11 177,89 + 39,65 79,61 + 10,98

Atorvastatina 85,58 + 31,04 125,28 +£22,10 131,66 + 13,91

Gemfibrozilo 128,99 + 30,44 179,56 + 16,02 126,91 + 17,49

Fuente: Datos obtenidos por las autoras
*X + D: Promedio + desviacion Standard
P.v.L.: Plukenetia volubilis L.

El Grifico N° 6, muestra el comportamiento de los niveles de triglicéridos en ratas
albinas machos de los diferentes grupos experimentales, segtin dia de muestreo
durante 90 dias, en el cual se aprecia que los niveles de triglicéridos de las ratas
albinas descienden a niveles normales (78 a 133 mg/dl) al recibir el tratamiento con
aceite de Plukenetia volubilis L. a volumenes de 200 pl, 400 pl y 800 pl con

relacion a la basal con dislipidemia a los 60 dias de induccion.

Asimismo se observa que en el grupo tratamiento con el aceite a volimen de 800 pl
hubo una marcada disminucién de los niveles de triglicéridos. En el control
positivo Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c hay disminucién alcanzando los niveles
normales, mientras que con el control positivo Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c se

aprecia aumento de los niveles de triglicéridos.
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Grifico N° 6

Promedio de la concentracién sérica de triglicéridos en ratas albinas machos, de los grupos experimentales.

Triglicéridos (mg/dl)
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La Tabla N° 8, se observa una diferencia altamente significativa de los niveles de
triglicéridos entre los grupos de tratamiento con el aceite de Plukenetia volubilis L.
a volumenes de 200 pl, 400 ul y 800 ul respecto al promedio del control negativo
(304.33+53.23), a los 90 dias. (ANOVA, p<0.000)

Los controles positivos (Atorvastatina 10mg/Kg/p.c y Gemfibrozilo 600
mg/Kg/p.c) muestran también una diferencia altamente significativa de los niveles
de los niveles de triglicéridos respecto al control negativo a los 90 dias. (ANOVA,
p<0.001)

Tabla N° 8. Medidas de resumen del Analisis de Varianza de Triglicéridos

(ANOVA)
TRIGLICERIDOS | Promedio + Desv. Std. p
P.v.L. 200ul 116,46 + 18,04 0,000
P.v.L. 400ul 120,03 + 20,94 0,000
P.v.L. 800ul 79,61 + 10,98 0,000
Atorvastatina 131,66 =+ 13,91 0,001
Gemfibrozilo 126,91 + 17,49 0,001

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.
P.v.L.: Plukenetia volubilis L.

La Tabla N° 9 y en el Grafico N° 7, muestran que los grupos de tratamiento con el
aceite de Plukenetia volubilis L. presentaron una marcada disminucion de los niveles de
triglicéridos: a volimen de 200 pl redujo el nivel de triglicéridos en 62 %, a voliimen de
400 pl disminuy6 en 61%, a volimen de 800 pl redujo un 74%, respecto al promedio
del control negativo (304.33+53.23), a los 90 dias.

El grupo de tratamiento con Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c redujo el nivel de triglicéridos
en 57 % respecto al control negativo. El grupo de tratamiento con Gemfibrozilo 600
mg/Kg/p.c redujo el nivel de triglicéridos en 58 % respecto al control negativo, a los 90
dias.

Esto demuestra que el aceite de Plukenetia volubilis L. tiene un efecto hipolipemiante
muy importante al reducir los niveles de triglicéridos en relacion a los tratamientos con
Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c y Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c.
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Tabla N° 9. Porcentaje de disminucién de los niveles de triglicéridos de los grupos

experimentales respecto al control negativo a los 90 dias.

Grupo de Triglicéridos | % Disminucién

tratamiento (mg/di)* de triglicéridos
P.v.L.2004 116,46 + 18,04 62
P.v.L. 400 ul 120,03 £ 20,94 61
P.v.L. 800 ul 79,61 £ 10,98 74
Atorvastatina 131,66 + 13,91 57
Gemfibrozilo 126,91 + 17,49 58

Fuente: Datos obtenidos por las autoras
P.v.L.: Plukenetia volubilis L.
* X + D: Promedio + Desviacién Stindard

GrificoN° 7
Porcentaje de disminucién de los niveles de triglicéridos de los grupos

experimentales respecto al control negativo a los 90 dias.

350.00 -

300.00 -

250.00 -

AR

200.00 1

150.00 —

100.00 1

Triglicéridos (mg/dl)

50.00 - | E

0.00

68




III. COMPARACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS DE
COLESTEROL TOTAL Y TRIGLICERIDOS, ENTRE LOS GRUPOS DE
TRATAMIENTO.

Para verificar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las.
medias de los cinco grupos de tratamiento se utilizé el andlisis de varianza
(ANOVA) y la Prueba de Scheffé.

a. Niveles de Colesterol Total

La Tabla N°10 muestra el anilisis de varianza de los grupos experimentales
durante 90 dfas. Esta prueba nos sirve para comparar si las medias de los niveles
de colesterol total de un grupo de tratamiento es significativamente distinto a las

medias de otro grupo de tratamiento.

Al comparar las medias de los niveles de colesterol total de los distintos grupos
experimentales se determind que existen diferencias estadisticamente
significativas. (p<0.000)

Tabla N° 10. Anilisis de Varianza (ANOVA) para la comparacién de las

medias de los niveles de colesterol total.

| Sumade Media
Colesterol Total Cuadrados gl | Cuadritica F p
Inicio Intergrupos 3056.545 5 611.309 10.087 | 0,000
60 Dias Intergrupos 214861.666 5 4297233 | 46.317 | 0,000
90 Dias Intergrupos 3796.042 5 759.208 19.209 | 0,000

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.

S.C.= Suma de Cuadrados; M.C. = Media de Cuadrados, F= Distribuci6én de probabilidad continua,
gl = Grados de libertad.

** 1<(.01
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La Tabla N° 11, muestra las diferencias estadisticamente significativas de los

cinco grupos de tratamiento (aceite a volumenes de 200 pl, 400 ul y 800 ul,

controles positivos: atorvastatina y gemfibrozilo) en relacion a los niveles de

colesterol total a los 90 dias segin la Prueba de Scheffé¢, que permite comparar

los promedios de los grupos de tratamiento permitiendo investigar si hay

diferencia estadisticamente significativa con intervalos de confianza al 95 %, y

es aplicable cuando existe varios pares de medias.

Tabla N° 11. Comparaciones entre grupos de tratamiento de los miveles de
colesterol total. (Prueba de Scheff¢€)

Intervalo de confianza al 95 %

Variable | Tratamiento | Tratamiento

Li Ls p
P.v.L 400 ul -10,5585 15,7352 NS
P.v.L 200 pi P.v.L 800.;11 -3,5269 22,7669 NS
Atorvastatina -26,1235 0,1702 NS
Gemfibrozilo -33,8169 -7,5231 **
P.v.L 200 ul -15,7352 10,5585 NS
P.v.L 400 pl Pv.L 800.91 -6,1152 20,1785 NS
Atorvastatina -28,7119 -2,4181 *
Gemfibrozilo -36,4052 -10,1115 **
P.v.L 200 ul -22,7669 3,5269 NS
Col ol | P.v.L 800 pl P.v.L 400.;11 -20,1785 6,1152 NS
Atorvastatina -35,7435 -9,4498 b
Gemfibrozilo -43,4369 -17,1431 *%
P.v.L 200 ul -0,1702 26,1235 NS
Atorvastatina P.v.L 400 ul 2,4181 28,7119 NS
P.v.L. 800 ul 9,4498 35,7435 *k
Gemfibrozilo -20,8402 5,4535 NS
P.v.L 200 pul 7,5231 33,8169 %
*k

Gemfibrozilo P.v.L 400 ul 10,1115 36,4052
P.v.L 800 ul 17,1431 43,4369 **
Atorvastatina -5,4535 20,8402 NS

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.
Prucba de Scheffé
Li = Limite Inferior al 95%; Ls = Limite Superior al 95%
** p<0.01; * p<0.05; NS =p>0.05

piblicteca

gspesilizada
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El Grifico N° 8 muestra una diferencia altamente significativa que existe entre las
medias del grupo de tratamiento del aceite a volimen de 200 pl respecto al grupo de

tratamiento con Gemfibrozilo en relacion a los niveles de colesterol. (**p<0.01)

GriaficoN° 8

Comparacién de las medias de los niveles de Colesterol total del grupo de

tratamiento del aceite a voliimen de 200 pl respecto a los demés grupos de

tratamiento.
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El Gréifico N° 9 muestra la diferencia estadisticamente significativa que existe entre las
medias del grupo de tratamiento del aceite a volimen de 400 pl respecto al grupo de
tratamiento con Atorvastatina (*p<0.05). Ademas se observa una diferencia altamente
significativa que existe entre el grupo de tratamiento del aceite a volimen de 400 ui

respecto al grupo de tratamiento con Gemfibrozilo, en relacion a los niveles de
colesterol. (**p<0.01)

GrificoN°9

Comparacién de las medias de los niveles de colesterol total del grupo de
tratamiento del aceite a volamen de 400 pl respecto a los demés grupos de

tratamiento.
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El Grafico N° 10 muestra la diferencia altamente significativa que existe entre las
medias del grupo de tratamiento del aceite a volamen de 800 pl respecto a los grupos de

tratamiento con Atorvastatina y Gemfibrozilo, en relacion a los niveles de colesterol.
(**p<0.01)

GraficoN° 10

Comparacion de las medias de los niveles de Colesterol total del grupo de
tratamiento del aceite a voliimen de 800 pl respecto a los demas grupos de

tratamiento.
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b. Niveles de Triglicéridos.

La Tabla N° 12 muestra el analisis de varianza de los grupos experimentales
durante 90 dias. Esta prueba nos sirve para comparar si las medias de los niveles
de triglicéridos de un grupo de tratamiento es significativamente distinto a las

medias de otro grupo de tratamiento.

Al comparar las medias de los niveles de triglicéridos de los distintos grupos
experimentales se determind que no existe diferencia estadisticamente
significativa al inicio y a los 60 dias (p>0.05), a los 90 dias se observé diferencia
estadisticamente significativa. (p<0.000)

‘Tabla N° 12. Anilisis de Varianza (ANOVA) para la comparacién de las

medias de los niveles de triglicéridos.

Suma de Media
Triglicéridoes Cuadrados gl | Cuadritica F P
Inicio Intergrupos 18413.129 5 3682.626 | 4.179 | "0,06
60 Dias Intergrupos 15108.629 5 3021.726 | 1.702 | 0,165
90 Dias Intergrupos 24538.54 5 4907.708 115435 0,000

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.

S.C.= Suma de Cuadrados; M.C. = Media de Cuadrados, F= Distribucién de probabilidad continua,
gl = Grados de libertad.

** n<0.01; NS = p>0.05
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La Tabla N° 13, muestra las diferencias estadisticamente significativas de los

cinco grupos de tratamiento (aceite a volumenes de 200 ul, 400 pl y 800 pl,

controles positivos: atorvastatina y gemfibrozilo) en relacion a los niveles de

triglicéridos a los 90 dias segiin 1a Prueba de Scheffé, que permite comparar los

promedios de los grupos de tratamiento permitiendo investigar si hay diferencia

estaditicamente significativa con intervalos de confianza al 95 %, y es aplicable

cuando existe varios pares de medias.

Tabla N° 13. Comparaciones entre grupos de tratamiento de los niveles de

triglicéridos. (Prueba de Scheffé)

Intervalo de confianza al 95 %

Variable Tratamiento | Tratamiento
Li Ls p
P.v.L 400 ul -40,2121 33,0721 NS
*&
P.yv.L 200 ul Pv.L 800.pl 0,2079 73,4921
Atorvastatina -51,8338 21,4505 NS
Gemfibrozilo -47.0871 26,1971 NS
P.v.L 200 ul -33,0721 40,2121 NS
**
P.v.L 400 ul Pwv.L 800'9,1 3,7779 77,0621
Atorvastatina -48,2638 25,0205 NS
Gemfibrozilo -43,5151 29,7671 NS
{P.v.L. 200 ud ~73,4921 -0,2079 %
e e g B - *&
Triglicéridos P.v.L 800 pl Pv.L 400'p,l 77,0621 3,7779
Atorvastatina -88,6838 -15,3995 **
Gemfibrozilo -83,9371 -10,6529 **
P.v.L 200 ul -21,4505 51,8338 NS
| Atorvastatina P.v.L. 400 ul -25,0205 48,2638 NS
P.v.L 800 ul 15,3995 88,6838 **
Gemfibrozilo -31,8955 41,3888 NS
P.v.L 200 ul -26,1971 47,0871 NS
Gemfibrozilo P.v.L 400 ul -29,7671 43,5171 NS
P.v.L 800 ul 10,6529 83,9371 **
| Atorvastatina -41,3838 31,8955 NS

Fuente: Datos obtenidos por las autoras.
Prueba de Scheffé

Li = Limite Inferior al 95%; Ls = Limite Superior al 95%
* 5<0.01; NS = p>0.05
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El Grifico N° 11 muestra una diferencia altamente significativa que existe entre las
medias del grupo de tratamiento del aceite a voliimen de 200 pl respecto al grupo de
tratamiento de 800 pl, en relacion a los niveles de triglicéridos. (**p<0.01)

GrificoN° 11

Comparacién de medias de los niveles de triglicéridos del grupo de tratamiento del
aceite a volimen de 200 pl respecto a los demas grupos de tratamiento.
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El Griafico N° 12 muestra una diferencia altamente significativa que existe entre las
medias del grupo de tratamiento del aceite a volimen de 400 pl respecto al grupo de
tratamiento de 800 pl, en relacion a los niveles de triglicéridos. (**p<0.01)

Grifico N° 12

Comparacion de medias de los niveles de triglicéridos del grupo de tratamiento del

aceite a volimen de 400 pl respecto a los demés grupos de tratamiento.
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El Grifico N° 13 muestra una diferencia altamente significativa que existe entre las
medias del grupo de tratamiento del aceite a vohimen de 800 pl respecto a los demas
grupos de tratamiento (aceite a volumenes de 200 pl, 400 pl, Atorvastatina y
Gemfibrozilo), en relacién a los niveles de triglicéridos. (**p<0.01)

GrificoN° 13

Comparacién de medias de los niveles de Triglicéridos del grupo de tratamiento

del aceite a voliimen de 800 pl respecto a los demés grupos de tratamiento.
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II. DISCUSION

Los resultados del presente estudio proporciona una valiosa informacién, sobre el
posible efecto hipolipemiante del aceite de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi” tras fa
administracion oral del mismo durante 30 dias, en ratas albinas cepa Holtzmann.

La inducci6n de hiperlipidemia estuvo relacionada al aumento de peso corporal, ésto es
de gran importancia ya que permite estimar una serie de cambios orgénicos en los
animales. En el presente estudio el peso corporal se vi6 afectada tras la administracion
de colesterol quimicamente puro durante 60 dias en todos los grupos experimentales,
mientras que para el control negativo el peso corporal siguié aumentando hasta el final
del estudio (90 dias), este incremento se debe a la administracion de colesterol
quimicamente puro y al mayor consumo de la dieta compuesta de carbohidratos y

proteinas.

El aumento de peso de los animales puede deberse al incremento del tejido adiposo y
también al aumento de la masa magra, lo que supondria una utilizacién més eficaz de
las proteinas de la dieta. ©?

El registro del peso corporal en el ensayo mostro alteraciones tras la administracién del
aceite de Plukenetia volubilis L. a volumenes de 200u1, 400p1 y 800 pl, en ratas albinas

cepa holtzmann observandose una disminucién del peso corporal.

La induccién de hiperlipidemia experimental se realizé con colesterol quimicamente
puro a dosis de 200 mg/ml en ratas albinas cepa holtzmann, aumentando los niveles de
colesterol total de 70 a 314 mg/ dl, ésta elevacion fue significativa. En los triglicéridos
este aumento fue menor elevandose gradualmente pasando de 78 a 185.04 mg/dl.

Este aumento de los niveles de colesterol y triglicéridos puede deberse a la
administraci6n diaria de colesterol quimicamente puro y a la dieta con alto contenido en
carbohidratos. 2

Los resultados obtenidos se pueden corroborar con los estudios de Fasabi M., Riveros

M., quienes indujeron hiperlipidemia experimental con colesterol quimicamente puro a
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dosis de 200 mg/m! en ratas albinas machos cepa holtzmann, en los cuales los niveles
de colesterol total aumentaron de 49.10 a 142.76 mg/ dl y triglicéridos de 42.51 a
200.99 mg/dt. ©

Estos resultados se asemejan a lo reportado por Oré M. el cual indujo hiperlipidemia a
base de una dieta rica en colesterol en ratas machos Sprague Dowley donde el aumento
de colesterol total fue de 99 a 244.66 mg/dl y triglicéridos de 101 a 275.66 mg/dl, éste
aumento fue significativo. El aumento de los niveles de colesterol total y triglicéridos
se debe probablemente a la forma de induccién de hiperlipidemia que fue a base de
dieta con alto contenido de colesterol. ® Asi mismo Arroyo J, et al. Indican que al
inducir hiperlipidemia experimental con colesterol quimicamente puro a dosis de 62.5
mg en ratas albinas cepa holtzmann, los niveles de colesterol aumentaron de 85 a 120
mg/dl y los triglicéridos de 29 a 34 mg/dl. Estos resultados difieren a lo realizado en
nuestro trabajo de investigacion considerdndose poco significativa, ésto puede deberse
a la dosis de colesterol quimicamente puro que fue menor en comparacion a la dosis
utilizada en nuestro estudio. ®® Ademds Foy E., et al. En su estudio realizado muestran
la induccién de hiperlipidemia a ratas albinas mediante una dicta a base de higado,
yema de huevo, durante dos semanas. El nivel de colesterol total fue de 86,66 mg/dl
elevindose hasta 188,88 mg/dl. En lo que corresponde a los triglicéridos; éstos
tuvieron un valor de 166,66 mg/dl elevandose a 181,81 mg/dl. Estos resultados pueden
deberse al corto tiempo de induccién de hiperlipidemia y a la dieta. ® También Ruiz-
Roso B, et al. Demostraron la inducci6én de hipercolesterolemia experimental con dieta
a base de carbohidratos en ratas machos cepa wistar durante 20 dfas, aumentando los
niveles de colesterol de 98 a 227 mg/dl. Esto puede deberse a la composicién de la
dieta con alto contenido de carbohidratos que al metabolizarse forma 4cidos grasos y al
modelo experimental utilizado que fue diferente al empleado en nuestro estudio. 7
Otros autores como Alarcon M., et al. Indican que indujeron una hipercolesterolemia en
conejos a base de dieta con colesterol quimicamente puro al 60%. Aumentando los
niveles séricos de colesterol total de 18.92 a 418.82 mg/dl. Esto puede deberse a la

especie utilizada ya que los conejos son més sensibles a dietas altas en grasas.
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En relacién a la determinacién del efecto hipolipemiante del aceite de Plukenetia
volubilis L., sobre los niveles de colesterol total, los resultados obtenidos demuestran
que el aceite tiene efecto hipolipemiante al reducir los niveles de colesterol total, al
administrar voltiimenes de 200 ul, 400 pl y 800 ul. Siendo el volimen de 800 ul el que
tuvo mayor efecto, ésta reduccion se debe probablemente al alto contenido de omega 3
que actia incrementando la actividad de la lipoproteinlipasa que se encuentra en el
tejido adiposo y en otros 6rganos e inhiben la sintesis de VLDL-colesterol en higado.

Ademads el aceite contiene vitamina E que actGa inhibiendo la peroxidacion lipidica.
(4862)

En el tratamiento con los controles positivos (Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c y
Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c) se evidenci6é una reduccién de los niveles de colesterol
total, ésta disminucién fue menor que los volimenes utilizados en el estudio, ésto
podria deberse a que la atorvastatina actiia inhibiendo 1a enzima HMG-CoA Reductasa
involucrada en la sintesis de colesterol, ademés por un mecanismo indirecto aumenta el
catabolismo de las VLDL, la cual reduce en menor grado a los triglicéridos. El
mecanismo de accién del gemfibrozilo en la reduccién del colesterol puede deberse a
que actua acelerando el recambio y la remocién del colesterol del higado e
incrementando la excrecién del colesterol en las heces, ademés de elevar el colesterol
HDL, 689

En relacién a la determinacién del efecto hipolipemiante de Plukenetia volubilis L.
sobre los niveles de triglicéridos, los resultados obtenidos demuestran que el aceite
tiene efecto hipolipemiante al reducir los niveles de triglicéridos, al administrar
volumenes de 200 ul, 400 pl y 800 ul, siendo el voliimen de 800 i el que tuvo mayor
efecto, esta disminucién puede deberse al alto contenido de omega 3 que acta
disminuyendo la sintesis hepética de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
aumentando la B-oxidacién de 4cidos grasos, incrementando la lip6lisis del tejido
adiposo, inhibicion de la sintesis y secrecion de quilomicrones lo que contribuye
también al descenso de los triglicéridos.

En el tratamiento con el control positivo Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c se evidenci6 una

reduccion de los niveles de triglicéridos, esta disminucién fue menor que los voliimenes
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utilizados. Esto se debe probablemente a que el Gemfibrozilo aumenta la oxidacién de
dcidos grasos en el higado y en las células musculares lo que disminuye la produccién
de lipoproteinas ricas en triglicéridos. También aumenta la actividad de 1la
lipoproteinlipasa y la captacion de 4cidos grasos en el misculo. De esta manera, su

acci6n se centra en reducir el nivel plasmético de VLDL y triglicéridos. "

En el tratamiento con el control positivo Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c no se evidenci6
una reduccién de los niveles de triglicéridos.

El efecto hipolipemiante sobre los niveles de colesterol total obtenido en nuestro
trabajo se corrobora con los estudios de Vega J. que realiz6 un estudio del efecto
hipolipemiante de Plukenetia volubilis L. en conejos, en el que demuestra que el aceite
posee efecto hipocolesterolemiante més no hipotrigliceridemiante. Este hallazgo sobre

los niveles de triglicéridos difiere de los nuestros. ¥

El efecto sobre los niveles de colesterol total puede deberse a que los conejos son més
sensibles a desarrollar hiperlipidemia cuando son alimentados con una dieta rica en
colesterol ya que el higado es incapaz de aumentar la excrecion del mismo lo que
resuita en un aumento de la produccién y secrecién de lipoproteinas LDL, todo ello
ocasiona un exceso en la circulacién sanguinea de éstas lipoproteinas que conduce a

una acumulacién de las mismas, 7

Otros autores como Moreno A., et al. Demostraron que el aceite de Persea americana
Mill. Tiene efecto sobre los niveles de triglicéridos disminuyendo de 53.87 a 48.91
mg/dl pero esta diferencia no es significativa. Ademés demostraron que el aceite no
tiene efecto sobre los niveles de colesterol ya que estos aumentaron de 68.93 a 81.64
mg/dl. Esto podria deberse a su contenido en 4cidos grasos monoinssaturado como el
acido oléico (omega - 9) y linoléico (omega - 6) los cuales no tienen efecto sobre los

niveles de colesterol y triglicéridos. ™

Autores como Zhu Jia-Jin, et al., demostraron el efecto hipolipemiante del aceite de kril
en ratas albinas con una dieta suplementada de &cidos grasos poliinsaturados,
presentando efecto al reducir los niveles de colesterol de 123.71 a 96.65 mg/dl y
triglicéridos de 124.04 a 97.46 mg/dl, en éuyos resultados indican que el consumo de

aceite de Krill puede proporcionar beneficios para el control de los niveles de lipidos
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séricos. Esto podria deberse a que el aceite de Krill, presenta alto contenido de omega-3
y vitamina E, los cuales reducen la concentracién de colesterol y triglicéridos a través

de la inhibicién de la sintesis VLDL en el higado y al inhibir la peroxidacién lipidica.
@3.713) o

Ferndndez I, et al., démostraron el efecto hipocolesterolemiante del aceite de pescado en
ratas cepa wistar con una dieta suplementada a base de omega-3, presentando efecto al
reducir los niveles de colesterol total de 152.32 a 95.49 mg/dl. Estos resultados
demuestran que el omega-3 presente en el aceite de pescado tiene efecto sobre los
niveles de colesterol total al reducir la concentracién del mismo a través de la inhibicién
de la VLDL en el higado. “*™

Cuando se compar6 la variacion de los parametros bioquimicos de los niveles de
colesterol total se determind que el grupo de tratamiento con el aceite a volimen de 800
pl es altamente significativa respecto a los controles positivos Atorvastatina y
Gemfibrozilo. (p<0.000)

Al comparar la variacién de los parametros bioquimicos de los niveles de triglicéridos
se determiné que el grupo de tratamiento con el aceite a volimen de 800 ul es altamente
significativa respecto a los grupos de tratamiento con el aceite a volimenes de 200 pl y
400 pl, ademés con los controles positivos Atorvastatina y Gemfibrozilo. (p<0.000)

Este hallazgo incentivaria a la utilizacién del aceite de Plukenetia volubilis L. ya que
causa menos efectos adversos que los fdrmacos Atorvastatina y Gemfibrozilo y menos
toxicidad, ésto se corrobora con lo reportado por Rios I, et al en su estudio sobre la
toxicidad del aceite por el método de Dosis Repetida, el cual indica que' la
administracion diaria del aceite de Plukenetia volubilis L. a volumenes de 200 ul, 400
ul y 800 ul no provoca mortalidad ni signos clinicos que pudieran asociarse a efectos

t6xicos sistémicos durante el ensayo. “?
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III. CONCLUSIONES

El método de induccion de hiperlipidemia experimental con colesterol
quimicamente puro en ratas albinas demostr6 ser eficiente seglin las

condiciones experimentales de trabajo.

En .el presente trabajo se determiné el efecto hipolipemiante del aceite de
Plukenetia volubilis L., en ratas albinas con hiperlipidemia experimental
inducida, estos resultados proveen evidencias para reducir los niveles de
colesterol total y triglicéridos.

E1 aceite de Plukenetia volubilis 1., a volumenes de 200 pl, 400 ul y 800 pl,
demostrd ser efectiva reduciendo los niveles de colesterol total (36 %, 38 %,
44 %) comparado con los controles positivos: Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c

(25%) y Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c (19 %), siendo estadisticamente

significativa (ANOVA, p <0.05, Prueba de Scheff¢).

El aceite de Plukenetia volubilis L., a volumenes de 200 pl, 400 pl y 800 pl,
demostr6 ser efectiva reduciendo los niveles de triglicéridos (62 %, 61 %,74
%) comparado con los controles positivos: Atorvastatina 10 mg/Kg/p.c (57 %)
y Gemfibrozilo 600 mg/Kg/p.c (58 %), siendo estadisticamente significativa
(ANOVA, p < 0.05, Prueba de Scheff€).

Al realizar las comparaciones entre los grupos de tratamiento se determiné que
el aceite de Plukenetia volubilis L., a volimen de 800 ul fue el que presentd
mayor efecto al disminuir los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos,
siendo altamente significativa (p < 0.000).
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IV. RECOMENDACIONES

Incluir un mayor nimero de animales de experimentacion.

Incluir dentro de las pruebas bioquimicas, marcadores de dafio hepatico.

Incluir dentro de las pruebas bioquimicas, pardmetros como colesterol - HDL,

colesterol ~LDL y quilomicrones.

Realizar el estudio histopatologico de la arteria aorta para observar la formacién

de ateromas y ver el grado de lesion ateroesclerética.

Realizar estudios clinicos en personas con problemas de hiperlipidemias.
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I1. DEFINICION DE TERMINOS

Aceite: El aceite vegetal es un compuesto organico obtenido a partir de semillas u
otras partes de las plantas en cuyos tejidos se acumula como fuente de energia.

Como todas las grasas esta constituido por glicerina y tres acidos grasos

Acidos grasos esenciales: Se llaman 4cidos grasos esenciales a algunos 4cidos
grasos, como el linoleico, linolénico o el araquidénico que el organismo no puede

sintetizar, por lo que deben obtenerse por medio de la dieta.

Acidos grasos Insaturados: son 4cidos carboxilicos de cadena larga con uno o
varios dobles enlaces entre los dtomos de carbono. Estdn presentes en algunas
grasas vegetales (sacha inchi, oliva, aceituna, linaza, girasol, etc y en las grasas de
los pescados azules)

Acidos grasos Saturados: Son 4cidos grasos sin dobles enlaces entre carbonos;
tienden a formar cadenas extendidas y a ser s6lidos a temperatura ambiente,

excepto los de cadena corta.

Colesterol quimicamente puro: Es un lipido esteroide, molécula de
ciclopentanoperhidrofenantreno (o esterano), constituida por cuatro carbociclos

condensados o fundidos, denominados A, B, C y D.

Colesterol: El colesterol es un lipido indispensable en el organismo por ser

componente de los distintos tejidos y hormonas.

Control: Caso, grupo o individuo seleccionado para usarlo como referencia en un
estudio por sus caracteristicas especificas, como edad, sexo, raza, estatus

econdémico, etc. Término relacionado: patrén, estandar.
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Control, grupo: Grupo seleccionado o establecido necesariamente antes de un
estudio, integrado por humanos, animales, células, etc., en todo idéntico al grupo
que se estudia, y mantenido en la misma situacién y condiciones que éste, pero sin

someterlo a la exposicion.

Cuarentena: Periodo de aislamiento impuesto a un ser vivo u objeto que proviene

de un lugar lejano por cuarenta dias.

Dislocacién cervical: Accién o efecto de separar el craneo de la columna

vertebral.

Efecto: Cualquier cambio producido por una sustancia quimica sobre un sistema

biol6gico concreto.

Hiperlipidemia: Es un trastorno caracterizado por la elevacién de los niveles
sanguineos de los lipidos (colesterol y/o triglicéridos) por arriba de las cifras

consideradas como “deseables” para reducir el riesgo de enfermedad coronaria.

Hipolipemiante: cualquier sustancia farmacolégicamente activa que tenga la

propiedad de disminuir los niveles de lipidos en sangre.

Omegas: Los aceites omega o aceites esenciales son un tipo especial de grasas
que nuestro organismo no puede producir y por eso debemos consumir y son
necesarios como precursores de importantes vias metabolicas y tienen una amplia

accion terapéutica.
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Parimetros bioqufmicos: Los pardmetros bioquimicos representan la
concentracion de determinadas sustancias quimicas que se encuentran en la sangre

en el momento del analisis

Peso corporal: Es la masa del cuerpo en kilogramos. También se le llama masa
corporal. En algunos paises como Estados Unidos se mide en libras en vez de

kilogramos.

Triglicérides: son acilgliceroles, un tipo de lipidos, formados por una molécula
de glicerol, que tiene esterificados sus tres grupos hidroxilo por tres dcidos grasos,
saturados o insaturados.
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III. ANEXOS



ANEXON°1

Certificado de salud de los animales de experimentacioén.
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ANEXO N°2

Certificado de identificacion taxonémica de Plukenetia volubilis L.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA AMAZONIA PERLIANA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Esquina Pevas/MNanay - Telefono 23 6121 - Apartado Postal 326

E-mail herbanum@amaz com.pe.
Iquitos-Pera

CENTRO DE ESTUDIO, INVESTIGACION Y ENSENANZA

CERTIFICADO

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM AMAZONENSE DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA AMAZONIA PERUANA
CERTIFICA:

Que. la muestra botdnica colectada por las Bachilleres Q... Macedo Machoa. Diany
Veronica v Magallanes Flores, Sara Angélica pertenece a su tesis de grado titulada
“Lfecto hipolipemiante del accite dc Plukenetia volubilis 1. en ratas albinas con
hiperlipidemia experimental inducida. IMET-EsSalud, lquitos — 2009™ , fue verificada ¢
identificada en cste Centro de Estudio, Investigacion y Ensefianza, como a continuacion

se mdica:
Familia Nombre Cientifico _Nombre Vulgar
EUPHORBIACEAE Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que estime
conveniente.

lquitos, 30 de Noviembre del 2009
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ANEXON°3

Flujograma del procedimiento experimental

| Recoleccion de la J Etapa de cuarentena 3
muestr§ vegetal { de las ratas albinas J
{ ’ o 1]
; | / Inicio de la evaluaclén \ v —
Obtencion | o del Efecto > [ Seleccibne

Hipolipemiante —| identificacién de |
las ratas albinas

del aceite r_"'/
—_—

A
~

, w__\/

Induccion de ---' Toma de muestrﬁ
hlperllpudemla con C.Q.P (basal)

2 |~ |

" Administracion del aceite y —{ Toma de muestra |
. de los farmacos (30 dias) L (60 dias) ‘

g

I N
Sacrificio de los ammales L-‘-::}rToma de muestra
| (dislocacién cervical) L (90 dias)

Y

4 Procesamiento de ]

i
‘ los resultados

AN
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ANEXON°4

Tarjeta de identificacién de los animales de experimentacion

ACTIVIDAD HIPOLIPEMIANTE

PESO | VOLUMEN
MARCA OBSERVACIONES
(2 DE ACEITE
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ANEXO N°5

Certificado de control de calidad del Colesterol Quimicamente Puro (C.Q.P).

Product Name

Product Number
Product Brand
CAS Number
Motecular Formuia
Molecular Weight

APPEARANCE
SOLUBILITY IN ALCOHOL”
RESIDUE ON IGNITION *
ACIDITY *

LOSS ON DRYING *

IR SPECTRUM

SPECIFIC ROTATION *

PURITY BY GAS CHROMATOGRAPHY
NOTE

RECOMMENDED RETEST

QC RELEASE DATE

4.

Rodney Burbach, Manager
Analytical Services
St Louis, Missouri USA

Cholesterol,
from sheep wool, ~95% (GC), powder

8503
SIGMA
57-88:5
CaHeO
386,65

SPECFLATIO!

WHITE TO OFF-WHITE POWDER
PASS

NMT 0.1%

PASS

NMT 0.3%

CONSISTENT WITH STRUCTURE

BETWEEN -34 AND -38 DEG (C=2 IN
DIOXANE AT 25DEGC)

APPROX. 95%
* CURRENT NF
3 YEARS

PR EAS FLL
WHITE POWDER
PASS

0.0%

PASS

0.00%

CONFORMS
-35 DEG

94%

MAY 2010
MAY 2007

il SN

x>
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Ficha de registro de peso corporal de ratas albinas machos de los grupos

ANEXO N° 6

experimentales.
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ANEXO N°7

Ficha de registros de parametros bioquimicos de ratas albinas maches de todos los

grupos experimentales.

Parametros Rango Dias
Biequimicos | Normal* 0 60 90
Colesterol
Total
Triglicéridos

(*)Valores bioquimicos de ratas albinas Rattus novergicus cepa Holtzmann como
modelo experimental. IMET — EsSALUD 2007.
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ANEXO N° 8

Procedimientos para realizar determinaciones bioquimicas de ratas albinas en
todos los grupos experimentales.

REACTIVOS AUDIT DIAGNOSTICS

1. Método para la determinacién enzimditica del colesterol total. 2)

Procedimiento:

* Longitud de onda: 500 nm (492-550)
» Temperatura: 37°C

®*  Cubeta: 1 cm de paso de luz

Blanco Standard Muestra
Reactivo 1 ml 1 ml 1 mi
Standard 10 ul
Muestra 10 pl

Leer contra blanco reactivo

Mezclar e incubar a 37°C por 5 minutos. Leer la densidad éptica (DO)

Cilculo:

Concentracion de muestra = DO Muestra x Conc. Stand.

DO Standard
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2. Método para la determinacion enzimstica de los triglicéridos

Procedimiento:

® Longitud de onda: 500 nm (492-550)
» Temperatura: 37°C

= Cubeta: 1 cm de paso de luz

Blanco Standard |Muestra
Reactivo 1 ml 1 ml 1 ml
Standard 10 ul
Muestra 10 ul

Leer contra blanco reactivo ,
Mezclar e incubar a 37°C por 5 minutos. Leer la densidad 6ptica (DO). El color

final es estable por una hora.

Cilculo:
Concentracion de muestra = DO Muestra x Conc. Stand.

Dd Standard

110



%

°C

ATP
am
AGI
AGS
CE.
cm
Conc. Std.
(60)
COL
CT
Da
.DHA
DO Mta

DO Std

"~ EPA

ANEXON°’9

LISTA DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

Porcentaje

Grados Celsius

3- fosfato

Adenosin di fosfato
Adenosin tri fosfato
Antes del mediodia
Acidos grasos insaturados
Acidos grasos saturados
Colesterol esterasa
Centimetro
Concentracién del Standard.
Colesterol oxidasa

Colesterol

Colesterol Total

Dalton

Acido docosahexaenoico
Densidad 6ptica de 1a muestra
Densidad 6ptica del Standard.

Acido eicosapentaenoico
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LDL
mg
ml

mg/ml

mg/dl

msnm

OCDE
p/v
TG

ul

VLDL

Gramo

Lipoproteina de baja densidad
Albimina del Mani del Inca
Kilogramo

Lipoproteina de alta densidad

Miligramo

Mililitro

Miligramo/mililitro
Miligramo/kilogramo
Miligramo/decilitro

Metro sobre el nivel del mar
Nanometro

Organizaci6n para la Cooperacién y Desarrollo Econémico.
Peso/volumen

Triglicéridos

Microlitro

Microgramo/gramo

Lipoproteina de muy baja densidad

Omega
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FOTON° 4

Aspecto de la planta de Plukenetia volubilis L. IMET-ESSALUD.

113



FOTON’S

Forma de las semillas de Plukenetia volubilis L. IMET-EsSALUD.
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FOTON" 6

Ratas albinas Rattus norvegicus cepa Holtzmann

FOTON°7

Muestra animal
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FOTON" 8

Muestra vegetal del aceite de Plukenetia volubilis L.

FOTON’9

Administracion del Colesterol Quimicamente puro por via oral a ratas albinas

cepa Holtzmann.
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FOTON" 10

Administracién del aceite de Plukenetia volubilis L. Por via oral a ratas albinas

cepa Holtzmann.

FOTON" 11

Administracién de los fairmacos por via oral a ratas albinas cepa Holtzmann.
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FOTO N° 12

Medida del peso corporal a ratas albinas cepa Holtzmann.

FOTON°13

Reactivos de marca Audit Diagnostics.
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FOTON" 14

Toma de muestra sanguinea por puncién cardiaca para el anélisis bioquimico.
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FOTO N° 15

Procedimiento para el anilisis bioquimico de las muestras

e~ S
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