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Resumen. Smallanthus sonchifolius (Yacén) es una planta usada cominmente por largos periodos de tiempo con el fin de ayudar
en el control de la diabetes y otros desordenes metabdlicos, por lo que con el propésito de evaluar la toxicidad subcrénica de
la variedad colombiana de esta planta, fueron tratadas 30 ratas hembra de 8 semanas de edad dividas en 6 grupos. A cada uno
de ellos se administré durante 28 dias una de las siguientes dosis de infusién acuosa liofilizada (500, 250 y 125 mg/kg de peso),
evaluando paralelamente grupos control (positivo y negativo) e incluyendo entre ellos grupos con y sin dieta hipercaldrica.

Para el seguimiento del perfil metabdlico de los animales, se tomaron muestras de sangre periddicamente durante el ensayo y
se evaluaron los niveles séricos de: glucemia, triglicéridos, colesterol total y HDL. Ademas, también se realizé el control del peso,
asi como estudios comportamentales que incluyeron el Test de Irwin y el Test Hipocratico. Al final de estudio (28 dias), se realizé
el andlisis anatomopatoldgico e histolégico comparativo con el fin de detectar posibles dafos tisulares. Como resultado pudo
observase que el liofilizado, si bien puede tener un efecto antihiperglucemiante, no modificé significativamente el perfil lipidico.
Ademas, a pesar de que la administracion se hizo durante 28 dias, no se observaron cambios comportamentales que evidencien
toxicidad, pero si pudieron observarse cambios histolégicos en el tejido cardiaco como hialinizacién, separacion y redondeo de
fibras.
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Abstract. Smallanthus sonchifolius (Yacon) is a plant commonly used over long periods of time to help control diabetes and other
metabolic disorders. To assess the sub-chronic toxicity of the Colombia variety of this plant, it was tested on 30 eight-week-old
female rats, divided into six groups. For 28 days each group was administered with the following doses: three groups with lyophi-
lized aqueous infusion (500 mg, 250 mg and 125 mg per kg of weight), two control groups (positive and negative) being assessed
in parallel; this groups receiving hyper-caloric diet, and the last group was the general control or normal control.

To monitor the animals’ metabolic profile, blood samples were taken from time to time during the test period, and the serum levels
of glycemia, triglycerides, total cholesterol and HDL were measured. Weight tracking was also carried out, as well as behavioral
studies, including the Irwin Test and the Hippocratic Test. At the end of the study (28 days), comparative anatomo-pathological
and histological analyses were performed to detect possible tissue damage. The results showed that, although the lyophilized
infusion could have an antihyperglycemic effect, it did not significantly change the lipid profile. Moreover, though the infusion
was administered during 28 days, it was found that it did not lead to any behavioral changes indicating toxicity, but did produce
in heart tissue histological changes such as hyalinization, separation and rounding of fibers.

Keywords: Smallanthus sonchifolius; Subchronic toxicity; Diabetes; Metabolic syndrome.

Introduccién

Es conocido que la industria farmacéutica
ha desarrollado una amplia gama de medi-
camentos para el tratamiento de la diabetes
mellitus (tipo | y II), entre los que la gran ma-
yoria poseen principios activos de origen sin-
tético. Sin embargo, en los ultimos afos no
s6lo en Colombia sino también a nivel mun-
dial, los productos de origen natural, suple-

mentos dietarios y productos fitoterapéuticos
han cobrado gran importancia como alterna-
tivas de tratamiento o bien tratamientos com-
plementarios (Genta y col. 2010). Este es el
caso del yacon (S. sonchifolius), planta de la
familia Asteraceae ampliamente consumida
en la region andina de Sudamérica (Habib y
col. 2011; Ornelas y col. 2013), para el tra-
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tamiento de la constipacion intestinal, inhi-
bicidon de diarreas, como antimicrobiano de
bacterias gram-positivas y gram negativas,
osteoporosis, aterosclerosis, diabetes melli-
tus y como reductor del riesgo de cancer de
colon (Naranjo y Torres 2015).

Smallanthus sonchifolius (conocido popu-
larmente como Yacén) es una de las plantas
comunmente usadas para ayudar al control
de la diabetes (especialmente tipo Il) y otros
desoérdenes metabodlicos como dislipidemia.
Se la usa en forma de preparacion por infu-
sion de hojas y/o rizomas, a la que se atribuye
multiples propiedades terapéuticas (Naranjo
y Torres 2015).

De acuerdo con la caracterizacion fitoquimica
del extracto de hojas y rizomas, posee altos
niveles de inulina y fructooligosacaridos (40-
70%) (Naranjo y Torres 2015), que son poli-
sacaridos solubles en agua pertenecientes
al grupo de los hidratos de carbono no dige-
ribles llamados fructanos. Es por ello que el
extracto es altamente efectivo como prebidti-
co (Shoaib y col. 2016), pues estos compues-
tos modulan la composicién y la actividad
metabdlica de la microbiota intestinal, favore-
ciendo el crecimiento de bacterias benéficas
en lugar de otras especies consideradas pa-
togenas. Ademas, se ha reportado que la fer-
mentacion bacteriana de la inulina en el intes-
tino grueso se relaciona con el aumento de
la absorcion intestinal y la biodisponibilidad
de electrolitos como calcio y magnesio, tanto
en animales (rata y cerdo) como en humanos.
Esto ocurre porque la fermentacién favorece
la produccion de acidos grasos de cadena
corta que reducen el pH luminal y mejoran la
solubilidad de algunos minerales (Rodrigues
y col. 2009). Ademas, la inulina es utilizada
como sustituto de grasa, azlcar y modifica-
dor de textura de alimentos funcionales, que
mejoran la salud por sus efectos gastricos
benéficos (Shoaib y col. 2016).

A pesar de estudios en diversas partes del
continente sudamericano, en los que se eva-
lUa la toxicidad aguda del extracto acuoso,
usando 2, 5y 10 veces la dosis antihiperglu-
cemiante sin causar toxicidad evidente (Gen-
ta y col. 2010), en un trabajo previo a este
(Naranjo y Torres 2015) se estudi6 la toxicidad
aguda utilizando como modelo animal ratas
hembra, mediante la administracion del liofili-
zado de la infusién acuosa de S. sonchifolius
de la variedad colombiana. Aunque se deter-
mind que el liofilizado tiene una DL50 mayor a

2000 mg/kg de peso corporal, es indispensa-
ble la evaluacion de su toxicidad subcronica,
considerando el uso continuo que se reco-
mienda hacer de él, para alcanzar los efec-
tos antes mencionados. Mas aun cuando se
ha reportado un posible dafio renal asociado
con el aumento de los niveles de glucemia o
bien, atribuido a la accién propia de la planta
después de administracion oral prolongada
de sus extractos (De Oliveira 'y col. 2011).
Dada la alta incidencia a nivel mundial de la
diabetes mellitus en la actualidad, afectando
a cerca de 171 millones de personas y con
una proyeccién de 366 millones para el afo
2030 (OPS/OMS Chile 2017) sumado a que
el sobrepeso y la obesidad son factores de
riesgo de gran importancia para su desarrollo
y el de otras enfermedades crénicas como la
enfermedad coronaria, el control y la dismi-
nucién de la masa corporal contribuye a ra-
lentizar (e incluso detener) la progresion de
la diabetes. Teniendo en cuenta que esto es
una herramienta eficaz para tratar y prevenir
la diabetes se complementa con las interven-
ciones dietarias (Genta y col. 2009).

Por otra parte, los productos antidiabéticos
de origen natural cada dia son mas utilizados
en la medicina moderna, incluso son reco-
mendados por entidades tan importantes co-
mo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS
2013). Es por ello que, el uso de productos
derivados de algunos 6rganos de Smallan-
tus sonchifolius ha tomado fuerza gracias a
sus propiedades antidiabéticas (Ornelas y
col. 2013). Ademas, el yacén se encuentra en
el mercado europeo como alimento funcio-
nal prospectivo y como suplemento dietario,
principalmente dirigido a personas mayores,
personas diabéticas y mujeres posmenopau-
sicas (Sousa y col. 2015).

El rizoma es comUnmente consumido como
fruto y las hojas son utilizadas para la prepa-
racion de infusiones y extractos acuosos. De
esta manera, existen productos como tés y
jarabes para los cuales se recomienda una in-
gesta diaria de 0,14 g/kg de peso corporal sin
efectos gastrointestinales indeseables, para
producir una disminucion significativa del in-
dice de masa corporal y de la circunferencia
de cintura (Genta y col. 2009).

En cuanto a la caracterizacion fitoquimica, se
describe que el yacon almacena carbohidra-
tos enformade B-(2—1)-fructooligosacaridos,
los cuales se encuentran en numerosos tipos
de plantas, pero no en concentraciones tan
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altas como en las raices y hojas del yacon.
Estos fructooligosacaridos han demostrado
ser efectivos para controlar la constipacion
y disminuir los niveles de lipidos y glucosa
en sangre (Genta y col. 2009; Shoaib y col.
2016).

La composicion organica de S. sonchifolius
también incluye la presencia de lactonas ses-
quiterpénicas, de las cuales la mas abundan-
te y estudiada es la enhydrina, responsable
no sélo de parte de la actividad hipoglice-
miante sino también de potenciales dafos
renales (De Oliveira y col. 2011; Serra y col.
2012). Este compuesto se encuentra abun-
dantemente en los tricomas de las hojas y se
ha demostrado que es eficaz para reducir la
glucosa post-prandial, siendo Util como alter-
nativa en el tratamiento de la diabetes en ani-
males, utilizando dosis minima de 0,8 mg/kg
de peso corporal (Genta y col. 2010).
Adicionalmente, el yacén contiene compues-
tos fenodlicos como son acido clorogénico,
acido cafeico, acido cumarico y acido proto-
catéquico, responsables de una actividad an-
tioxidante comparable incluso con la del aci-
do ascorbico. Dado que el estrés oxidativo es
reconocido ampliamente como caracteristica
principal de algunas enfermedades croénicas,
enfermedades neurodegenerativas y diabe-
tes (Dionisio y col. 2015; Sousa y col. 2015),
el uso de esta planta para el tratamiento de
estas patologias resultaria Gtil.

De esta planta también se han evaluado ex-
tractos obtenidos con otros disolventes como
metanol, butanol y cloroformo, demostrando
actividad hipoglucemiante en dosis de 50, 10
y 20 mg/kg de peso corporal, respectivamen-
te. Con esto, un estudio en animales diabé-
ticos demostré que la administraciéon diaria
de cada extracto durante 8 semanas, produjo
un control eficaz de la glicemia gracias al au-
mento del nivel de insulina en plasma (Genta
y col. 2010), esto a la luz de que, en otro ex-
perimento similar, ratas tratadas con la harina
de la raiz de yacén mostraron un aumento de
células pancreaticas generadoras de insulina.
(Habib y col. 2011).

Un estudio toxicolégico reportd que el higa-
do y los riflones son los principales érganos
comprometidos en posibles dafos tisulares,
puesto que suelen estar involucrados en la
eliminacién de los compuestos fitoquimicos
de la planta (De Oliveira y col. 2011). Ade-
mas, no soélo se ha reportado dafno renal con
la administracion cronica del extracto de la
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planta, sino también un aumento en el nivel
de albumina relacionado con el proceso de
deshidratacién (debido a la actividad osmo-
tica que posee), que puede estar relacionado
con la funcion renal (De Oliveira y col. 2011).
En contraposicién, otros estudios no eviden-
ciaron toxicidad ni disminucién de niveles de
glucemia (pero si reduccion de triacilglicéri-
dos en suero), lo que contribuye reduciendo
la cetogénesis (Genta y col. 2005) e incluso
se sugiere que el consumo de extracto de
yacon podria ser hepatoprotector (Ornelas y
col. 2013).

Siendo asi, en el presente trabajo se plantea-
ron los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Evaluar la toxicidad subcrénica oral a 28 dias
de Smallanthus sonchifolius, como infusion
acuosa de partes aéreas de la planta (hojas),
en modelo roedor de rata.

Obijetivos Especificos:

1. Determinar los efectos adversos a través
alteraciones comportamental y de peso cor-
poral, durante el periodo de exposicion a la
infusion de Smallanthus sonchifolius.

2. Realizar la determinacion de los niveles cli-
nicos de marcadores sanguineos del metabo-
lismo energético necesarios para establecer
la valoracion de los efectos.

3. Realizar el analisis anatomopatolégico de
la totalidad de los animales, estableciendo
la correlacion de las alteraciones entre los
animales control y los de tratamiento con la
infusion.

4. Establecer la evaluacion histopatologica
de los 6érganos que asi lo requieran, de acuer-
do con lo determinado mediante el analisis
anatomopatolégico.

Materiales y métodos

Material vegetal

El material vegetal utilizado se recolecto en el
municipio de Tenjo, Cundinamarca, ubicado
en la provincia de Sabana centro a 37 Km de
Bogot4, con una altitud de 2685 msnm.

Una vez recolectadas las hojas de la planta, se
secaron en un horno a 45°C por 5 dias. Poste-
riormente se trituré por molienda y se prepa-
ré una infusién utilizando 1,2 gramos de hoja
seca por cada 100 mL de agua potable recién
hervida a ebullicion. Dicho extracto se llevo a
un liofilizador por 48 horas. Finalmente, con el
liofilizado obtenido, se prepard una solucién al
20% en agua destilada para ser administrada
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en los animales de acuerdo con su peso.

Animales de experimentacion, dieta y
condiciones de mantenimiento

El modelo animal utilizado fue la rata Wistar,
tomando un grupo total de 30 ratas hembra
de 8 semanas de edad, obtenidas del biote-
rio del Instituto Nacional de Salud de Bogo-
ta, Colombia. Los animales fueron obtenidos
sanos y de forma aleatoria entre la poblacién
general, teniendo como criterio una variaciéon
de peso no superior al 20% entre ellos, al-
canzando una varianza de peso homogénea
entre los animales. Luego de esto, la distribu-
ciéon de los animales se hizo en 6 grupos de
5 animales cada uno, permitiendo un periodo
de adaptacion al bioterio del Departamento
de Farmacia durante 2 semanas sin realizar
con ellos procedimiento alguno, para lograr
su aclimatacion a las nuevas condiciones
de humedad, luz y temperatura (condiciones
ambientales promedio del bioterio: 65+10%
HR, 18+7 °C, y 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad). Ademas, se les permitié el consu-
mo de agua y alimento (LabDiet®) ad libitum.
Después de dicho periodo de aclimatacién, 5
de los 6 grupos de animales se alimentaron
durante 2 semanas con dieta hipercaldrica
(alimento con un porcentaje mayor en grasa
(20%) y agua edulcorada con 5% de pane-
la comercial). El grupo restante fue alimenta-
do con dieta normal y agua pura, el cual fue
denominado como grupo control general, por
ser expuesto exclusivamente a la administra-
cién del vehiculo usado en la disolucién del
extracto liofilizado (agua purificada).

La administracion del liofilizado de la infusion
de la planta fue realizada diariamente a 3 de
los 5 grupos alimentados con dieta hipercal6-
rica, usando una de las siguientes dosis para
cada uno de estos tres grupos: 125, 250 y
500 mg/kg de peso corporal. El cuarto gru-
po, alimentado con dieta hipercaldrica, fue
sometido diariamente a administracion intra-
peritoneal de solucion inyectable de Insulina
Glargina (Lantus®) en dosis de 2 Ul/kg, siendo
considerado como control positivo. El quinto
y ultimo grupo alimentado con dieta hiperca-
|6rica, también fue administrado Unicamente
con el vehiculo del liofilizado, siendo conside-
rado el control negativo.

Durante el periodo de estudio (28 dias), el
grupo control general recibi6 la dieta que pro-
porciona la cantidad de grasa recomendada
como normal para la crianza de estos anima-
les (aprox. 10%). Los grupos alimentados con
dieta hipercalorica, recibieron alimento con
aproximadamente 30% mas de contenido
graso, equivalente a la adicién de aceite de
coco y grasa vegetal en proporcion 10:20:70
con el alimento LabDiet®, recibiendo adicio-
nalmente agua edulcorada con agua panela.
El peso de todos los animales usados en la
experiencia fue controlado semanalmente.

Niveles de dosificacion

Teniendo en cuenta resultados previos (Naranjo
y Torres 2015), se definié la administracion de
dosis de 125, 250 y 500 mg/kg de peso corpo-
ral durante un periodo de 28 dias (Tabla 1), a fin
de evaluar la toxicidad subcroénica del liofilizado
de la infusién acuosa de las hojas del yacén.

Tabla 1. Disefio experimental por caja de mantenimiento de los animales

Grupoi Grupo2  Grupo3 Grupo4  Grupo 5 Grupo 6
N° animales 5 ratas 5 ratas 5 ratas 5 ratas 5ratas
Dosis Vehiculo Vehiculo Insulina2 Ul 125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg

Periodo de observacion

El periodo de observacion de los animales
tras su adaptacion al bioterio y pretratamien-
to con dieta hipercaldrica, correspondioé a los
28 dias durante los cuales se realiz6 adminis-
tracion peroral diaria del liofilizado. A través
de todo el periodo de administracién se reali-
zaron periédicamente evaluaciones compor-

tamentales y el monitoreo de la variacion de
peso corporal, prestando atencién a manifes-
taciones de posibles efectos adversos consi-
derados signos de toxicidad.

Toma de muestras de sangre
Se realiz6 la toma de muestras sanguineas
de aproximadamente 200 pyL de todos los
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animales, a través de puncién retro-orbital
usando para ello capilares estériles con anti-
coagulante (solucion de EDTA al 3%). Poste-
riormente las muestras fueron depositadas en
tubos Eppendorfy centrifugadas a 2500 rpm,
separando seguidamente el plasma que fue
mantenido bajo congelacién a -4 °C hasta su
correspondiente andlisis.

Analisis de las muestras de plasma

Una vez descongeladas las muestras de plas-
ma, se calentaron en bafio maria hasta alcan-
zar una temperatura de 35-37 °C y se adicio-
naron los volumenes de reactivos de acuerdo
con los insertos de los Kits de la compafia
Wiener Laboratorios, para la determinacién
de Colesterol total (Colestat enzimatico AA)
y HDL (HDL Colesterol FT), glucosa (Glicemia
enzimatica AA), y triglicéridos (TG Color GPO/
PAP AA).

Para el analisis instrumental se utilizé un es-
pectrofotometro tipo Optizen POP/UV-Vis del
Laboratorio de Analisis Instrumental - Depar-
tamento de Farmacia, trabajando a las longi-
tudes de onda que se referencian en los in-
sertos anteriormente mencionados.

Test de Irwin e Hipocratico

Se realizaron los procedimientos observacio-
nales sistematicos recomendados por la ICH
(The International Conference on Harmoni-
sation), cuyo objetivo fue observar cambios
comportamentales producto de la adminis-
tracion de la sustancia de prueba. En este ti-
po de test se comparé el comportamiento de
los animales pertenecientes al grupo control,
con el presentado por los animales expues-
tos a la infusién (Tabla 2).

Examen macroscdpico e histopatoldgico

Al finalizar el estudio en el dia 28 de la admi-
nistraciéon, los animales fueron pesados y sa-
crificados por el método de dislocacion cer-
vical, para posteriormente evaluar posibles
cambios patolégicos macroscopicos. Se rea-
liz6 una evaluacién anatomopatoldgica com-
parativa entre animales control y aquellos tra-
tados con liofilizado.

La evaluacién histopatologica fue realizada
para los principales 6rganos (rindn, higado,
corazén, bazo, pulmén, pancreas y cerebro)
de los animales de experimentacion, en el la-
boratorio de Patologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria de la Universidad Nacional
de Colombia.
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Tabla 2. Parametros de evaluacién comportamental

TEST DE IRWIN E HIPOCRATICO
VARIABLE PARAMETRO A EVALUAR

SNC Aumento Actividad motora
Disminucion Actividad motora
Tremores
Fasciculaciones
Convulsiones
Ataxia
Locomocion inusual
Somnolencia
Analgesia
Anestesia
Pardlisis patas
Actividad prensil
Reaccion de alarma
Perdida reflejo enderezamiento
Perdida reflgjo corneal
Perdida reflejo pineal
Saltos
Incoordinacion motora
Retorcijones abdominales
Estereotipias (inhalar, masticar)
Sacudidas cabeza
Rascarse
Ojos Enoftalmo

Nistagmus
Lagrimacion
Miosis
Midriasis
Exoftalmos
Ptosis
Cromodacriorrea
Relajacion membranas nictitantes

Apariencia piel Palidez

Hiperemia

Cianosis

Sialorrea

Ereccion de la cola

Piloereccion

Diarrea

Priapismo

Signo de Robichaud

Disnea

Descarga nasal

Temeroso

Pasivo

Agresivo

Efectos generales

Efectos subjetivos

A todas las ratas se les hizo necropsia com-
pleta y se tomaron muestras de todos los te-
jidos, siendo fijadas en formol tamponado al
10% durante 48 horas.

Para el analisis histologico, los tejidos se in-
cluyeron en parafina y se hicieron cortes de 5
MM que se procesaron por la técnica de rutina
con hematoxilina eosina. Las laminas proce-
sadas se observaron al microscopio de luz y
se clasificaron las lesiones de los 6rganos se-

- 95 .



Acta Toxicol. Argent. (2017) 25 (3): 91-100

gun su gravedad, de la siguiente manera:
0= Sin presencia de lesién

1= Lesidn leve

2= Lesién moderada

3= Lesion severa

Analisis estadistico

Los datos de las pruebas sanguineas y de pe-
so recibieron analisis estadistico a través del
uso del programa IBM SPSS Statistics, ver-
sién 24,0 para Windows. Las variables estu-
diadas se describieron por grupos obteniendo
la media y la desviacién estandar. La homo-
geneidad de las varianzas se determiné por
la prueba Levenne (p>0,05). Se implemento
la prueba t Student para muestras indepen-
dientes con objeto de determinar diferencias
entre el peso antes de la administracién de la
infusion y la ganancia de peso a través de las
pruebas.

Para analizar las diferencias en los niveles
de glucosa, triglicéridos, colesterol total y
HDL se aplico analisis de varianza (ANOVA);
al resultar varianzas con diferencia estadisti-
camente significativa, se aplicé la prueba de
Duncan. Todos los andlisis se trabajaron con
un nivel de confianza del 95% (p<0,05).

Resultados y discusion

Test Irwin e Hipocratico

Los resultados de las pruebas comportamen-
tales de los animales bajo las diferentes con-
diciones de tratamiento aplicadas no mostra-
ron alteracion significativa frente al compor-
tamiento de los animales del grupo control
general. En la ejecucién de estas pruebas y
en las observaciones realizadas a lo largo del
estudio, no se observaron cambios que evi-
denciaran alteracién del SNC, o de algun otro
parametro fisioldgico de los animales de ex-
perimentacién (miosis o midriasis, piloerec-
cion, disforesis, epifora, poliurea, diarrea,
etc.). Por esto se considera que bajo las con-
diciones de exposicion al liofilizado ningun
parametro evidencié toxicidad.

De acuerdo con lo anterior, las observaciones
realizadas sugieren que no hubo una altera-
cién importante del sistema extrapiramidal,
puesto que no se observd la miorrelajacion
que generalmente puede estar asociada con
disminucion del tono muscular. Igualmen-
te, no se observd una alteracion de la sen-
sibilidad general (en término de respuesta
a estimulos evaluados), lo cual sugiere que

tampoco se manifestaron cambios en los nu-
cleos talamicos o ganglios basales.Tampoco
se evidenciaron cambios en los movimientos
oculares, vigilia o suefio, lo que podria suge-
rir que tampoco se efecto el sistema reticular
activador. También se descartd una posible
accion en la funcién vestibular de las ratas
tratadas, puesto que no se observé la alte-
racion de orientacion, equilibrio o control es-
pacial, evaluada en las pruebas de campo
abierto.

Variacion de peso corporal

El control del peso de los animales tratados
se realizé semanalmente como parametro de
evaluacién de la toxicidad ejercida por la in-
fusioén, frente a lo observado en los animales
del grupo control. Ademas, considerando el
efecto que la infusién podria ofrecer sobre la
ganancia de peso con administracion de die-
ta hipercaldrica, se determiné que el trata-
miento produjo un aumento de peso generali-
zado en la poblacion de animales expuesta a
estas condiciones, lo cual se atribuy6 tanto al
desarrollo normal de los animales (como en el
caso de animales control), como a la adminis-
tracion de dieta hipercalérica. Se destaca el
hecho de que no se present6é una diferencia
estadisticamente significativa entre los gru-
pos a los que se administré dieta hipercalé-
rica y adicionalmente el liofilizado, compara-
dos con el grupo de animales a los que no se
administro liofilizado, pero si se expusieron a
la dieta hipercalérica, indicado que no hubo
efecto del liofilizado en la ganancia de peso.

Es importante resaltar, que si hubo una di-
ferencia significativa en el aumento de peso
entre el grupo control positivo y el control ge-
neral, lo cual indica que las diferencias en-
tre estos dos grupos fue consecuencia de la
administracion de insulina al control positivo,
ya que esta facilita el depdsito adecuado de
nutrientes llevando a un mayor aumento de
peso. Esto demuestra, que el liofilizado ad-
ministrado no ofrece un efecto similar a la
insulina sobre la ganancia de peso, ya que
considerando que la administracion de la die-
ta hipercalorica podria llevar a desarrollo de
obesidad y resistencia a la insulina o a diabe-
tes, resalta que la infusién no ayuda al control
de la ganancia de peso bajo las condiciones
de exposicion utilizadas.

Respecto al seguimiento del peso y al res-
pectivo andlisis de varianza llevado a cabo,
se observo un aumento de peso generaliza-

=96 -



do pero mayor en aquellos animales tratados
con dieta hipercaldrica frente a los tratados
con dieta normal, lo cual es de esperarse
puesto que el metabolismo en los animales
adultos favorece el desarrollo de nuevos teji-
dos, pero debido a la administracion de die-
ta hipercalédrica podria ser fundamentalmente
tejido graso (Figura 1). Sin embargo, en tér-
minos del aumento de peso se observa una
sutil tendencia entre los animales a los que se
les administro el liofilizado y la insulina intra-
peritoneal, puesto que estos Ultimos aumen-
taron de peso con una tasa de cambio ligera-
mente mayor. La insulina es una hormona que
promueve la sintesis de proteinas y es consi-
derada un factor de crecimiento, lo cual ex-
plica lo anterior. En cuanto a los animales que
fueron tratados con el liofilizado del extracto,
no se observaron cambios de peso abruptos
0 no esperados, lo cual sugiere que posible-
mente el liofilizado de S. sonchifolius no haya
alcanzado el efecto metabdlico significativo
durante el periodo de estudio.

Peso (g)

—&— 500 mg/Kg+DHC
—&— 125 mg/Kg+DHC
—#—Vehiculo+DN

—— 250 mg/Kg+DHC
——Insulina 2UI+DHC
—&— Vehiculo+DHC

Tiempo (Semanas)

Figura1. Variacién de peso de todos los grupos
de animales a lo largo del periodo de estudio.

En las observaciones macroscoépicas realiza-
das mediante la necropsia, no se encontra-
ron diferencias visiblemente relevantes en los
principales érganos de los animales control
frente a los de los diferentes grupos de trata-
miento, lo cual también sugiere que la admi-
nistracion del liofilizado en las dosis sefala-
das en el presente estudio, no generarian al-
teraciones anatomopatoldgicas detectables
o relevantes.

De manera general, en el andlisis histopatolé-
gico se observé que el liofilizado administra-
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do bajo un régimen subcrénico por 28 dias,
podria inducir cambios en el tejido cardiaco
en términos de hialinizacién, separacion vy re-
dondeo de fibras (Figura 2), de acuerdo con
los analisis reportados por el laboratorio de
patologia. Estos cambios en el tejido cardia-
CcO se observaron con mayor prevalencia en
aquellos animales a los que se les adminis-
tré la dosis mas alta del liofilizado (Tabla 3),
lo cual sugiere que podria estar relacionado
con la exposicién al mismo. Esto puede con-
siderarse una evidencia de desarrollo de to-
xicidad, producto de la exposicién al liofiliza-
do bajo las condiciones de experimentacion
establecidas.

Figura 2. Microfotografias de lesiones cardiacas.
A-B) Corazon sin lesion de un animal del grupo 6.
A) Puede verse la separaciéon normal entre fibras
(flechas). B) Detalle de A, se observa el espacio
normal entre fibras (flechas largas) y los nucleos
de los cardiomiocitos sin lesion (flechas cortas). C
y D) Muestra lesion severa de fibras en un animal
del grupo 1. C) Es evidente la severa hialinizacién
de fibras a manera de parches (demarcado con
6valos). D) Detalle de C donde se evidencia la
hialinizacion de fibras y los cambios de forma
de los nucleos (flechas). Ademas, se evidencia
aumento del espacio entre las fibras y la presencia
de células (asteriscos). E-F) Lesion moderada
miocardica de animal del grupo 9. E) Foco de
degeneracion demarcado en 6valo, flechas
muestran espacio normal entre fibras. F) Detalle
de la anterior donde se muestra la hialinizacion
de fibras y cambios nucleares (flechas).
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Tabla 3. Lesiones histopatolégicas en corazén

Congestion Desorden Hialinizacion Separacion  Redondeamiento  Nicleos

Celularidad  Necrosis

de fibras de fibras de fibras de fibras irregulares entre fibras de fibras

1 500 mg Dlieta y 1 5 3 3 3 5 5 1
hipercalorica

2 500 mg Dlleta N 1 0 1 1 1 1 0 0
hipercalorica

3 500 mg Dlleta N 5 1 1 1 1 0 0 0
hipercalorica

4 250 mg Dlleta N 1 0 5 1 1 1 0 0
hipercalorica

5 250 mg Dlleta N 5 1 5 5 5 1 0 0
hipercalorica

6 250 mg Dlleta Ny 1 1 0 1 1 0 0 0
hipercalorica

7 150 mg Dlleta y 3 1 1 1 1 1 0 0
hipercaldrica

8 150 mg Dlleta Ny 5 1 1 1 0 1 0 0
hipercaldrica

9 150 mg Dlleta Ny 1 1 5 5 5 5 0 1
hipercaldrica

10  Insulina Dlleta y 05 05 05 05 0 05 0
hipercaldrica

11 Insulina Dlleta y 5 1 5 1 1 1 0 0
hipercaldrica

12 Insulina Dlleta y 5 1 1 1 1 1 0 0
hipercaldrica

13 Vehiculo  Dieta normal 1 1 1 1 1 1 0 0

14 Vehiculo  Dieta normal 2 1 1 1 1 1 0 0

15 Vehiculo  Dieta normal 2 1 1 1 1 1 0 0

16 Vehiculo Dlieta N 2 1 5 1 5 5 0 0
hipercaldrica

17 Vehiculo Dlleta B 5 0 1 0 0 1 0 0
hipercaldrica

18  Vehiculo  Dieta 5 0 1 0 0 1 0 0

hipercaldrica

Se sugiere que el mecanismo por el que ocu-
rre el dafno cardiaco descrito, podria estar re-
lacionado con el dafio tisular que generan las
lactonas sequiterpénicas (enhydrin), presen-
tes en los tricomas de las hojas de S. sonchi-
folius. Estudios recientes de estos compues-
tos han reportado una importante actividad
antiinflamatoria y se describe la insuficiencia
cardiaca como uno de los efectos téxicos de
esta clase de agentes (De Oliveiray col. 2011;
Habermehl y Fliegner 1998). Sin embargo,
hasta el momento no se ha realizado ningun
reporte referente a este tipo de dafo, por lo
cual se sugiere realizar un estudio toxicolégi-

co profundo en el que se evalle la seguridad
de las lactonas sesquiterpénicas obtenidas
de las hojas de S. sonchifolius.

En el andlisis de las muestras de plasma to-
madas semanalmente de acuerdo con el res-
pectivo tratamiento estadistico aplicado, se
observé que comparando los animales tra-
tados con las mayores dosis del liofilizado y
aquellos con la misma dieta, pero sin adminis-
tracion del mismo, en la mayoria de los indivi-
duos se presentd un efecto hipoglucemiante
producto del extracto liofilizado. Se trata de
un ligero efecto, equivalente a una reduccion
del 6% frente a los animales del grupo con-
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trol general, pero reportado en otros estudios
como efecto evidente (De Oliveiray col. 2011;
Naranjo y Torres 2015). Lo anterior sugiere
que posiblemente la variedad colombiana de
Smallantus sonchifolius contiene niveles me-
nores de los compuestos responsables de
dicha actividad (enhydrin, acido clorogénico
e inulina) o bien que las dosis utilizadas no
fuesen lo suficientemente altas, por lo cual
también podria explicar que no se haya pro-
ducido toxicidad renal bajo las condiciones
de exposicidén al liofilizado utilizadas en esta
investigacion, como ha sido ya reportado pa-
ra este tipo de metabolitos (De Oliveira y col.
2011; Serra 'y col. 2012).

Con lo anterior, también es importante con-
siderar que los efectos benéficos del yacén
se deberian a su gran contenido de fructooli-
gosacaridos (inulina), presentes fundamental-
mente en el rizoma (Genta y col. 2009). Resal-
tamos esto, por cuanto en el presente estudio
lo evaluado fue el liofilizado de la infusidn de
hojas, las cuales tienen menor porcentaje de
inulina como se describe en los textos con-
sultados, lo cual podria justificar la baja acti-
vidad como hipoglicemiante y modulador del
perfil lipidico, puesto que de acuerdo con los
niveles de colesterol, HDL, triglicéridos en-
contrados en los animales del grupo control
general, y los presentados por los animales
expuestos al liofilizado bajo las diferentes do-
sis, no se observan tampoco diferencias es-
tadisticamente significativas.

Finalmente, de acuerdo con los resultados
presentados y habiendo aplicado el protocolo
de tratamiento de la OECD para la evaluacion
de la toxicidad subcrénica de corto término,
se recomienda realizar el estudio de toxicidad
subcrdénica mas extenso (90 dias) o toxicidad
crénica, implementando un tiempo mayor de
administracion de dieta hipercaldrica.

Conclusiones

1. No se encontraron cambios comportamen-
tales que evidencien toxicidad del liofilizado de
la infusién acuosa de S. sonchifolius, bajo las
condiciones de experimentaciéon senaladas.
2. La administracion del liofilizado bajo las
condiciones establecidas, no indujo cambios
anatomopatolégicos de acuerdo con el repor-
te entregado por el laboratorio de patologia.
3. Como principal efecto adverso, la evalua-
cion histopatoldgica permitié determinar dafo
del tejido cardiaco en términos de hialiniza-
cién, separacion y redondeo de fibras en ani-
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males tratados con dosis del liofilizado de S.
sonchifolius de 250 y 500 mg/Kg.

4. El liofilizado de la infusién de S. sonchifolius
presento leve efecto reductor de los niveles de
glucemia, equivalente al 6% bajo las condicio-
nes descritas, considerando valor normal pro-
medio de 90 mg/dL en ratas bajo dieta normal
(Habib y col. 2011).

5. El liofilizado no contribuyé significativa-
mente al control del perfil lipidico de los in-
dividuos a los que les fue administrado, en
comparacion con el grupo control de referen-
cia (negativo).
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