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RESUMEN

Antecedentes: El nimero de casos reportados por hepatotoxicidad herbal esta subestimado.
Datos de otros paises muestran una ocurrencia de dafio hepatico relacionado con suplementos
alimenticios herbales que va desde 2% a 16% de todos los casos de hepatotoxicidad
identificados.

Objetivo: Evaluar los cambios morfolégicos en el higado en un modelo de ratéon producidos por
el consumo de las siguientes plantas: Gymnema sylvestre (Gurma), Agathosma betulina (Bechu),
Morus (Mora de arbol), Crataegus oxyacantha ssp (Espina de Albar), Arctostaphylos pungens
(Pingtiica), Laurus nobilis (Laurel), Hamamelis virginiana.

Disefio del estudio: Se realizd un ensayo preclinico, doble ciego, con grupos de ratones a los
cuales se les administr6 dosis uUnica de un solo extracto herbal de las plantas previamente
mencionadas en el objetivo, a tres distintas dosis y se analizaron los cambios morfologicos en
higado con microscopia éptica, al dia 14 de la administracion o al momento del deceso si ocurrid
antes.

Resultados: El extracto de la hoja de Crataegus oxyacantha ocasiondé cambios morfolégicos
compatibles con dafio hepatotdxicos con patron mixto, necro inflamatorio tipo hepatitis aguda,
granulomatoso y vascular. Agathosma betulina también ocasion6 dafo con patrén
granulomatoso combinado con dafio necro inflamatorio de tipo hepatitis aguda. Gymnema
sylvestre ocasion6 dafio de tipo granulomatoso combinado con patrén necro inflamatorio de tipo
hepatitis aguda. Arctostaphylos pungens solo desarrollé patrén granulomatoso combinado con
dafo vascular. Laurus nobilis, Morus alba y Hamamelis virginiana no desarrollaron cambios
morfolégicos suficientes para concluir algun patrén de dafo hepatotoxico.

Discusién: Sélo se ha reportado un caso de dafio hepatico por Gymnema sylvestre en una mujer
de 60 anos, quien probablemente sufri6 una reaccion idiosincratica que desencadend una
respuesta autoinmune.

Conclusion: Nuestro estudio mostré mas dafio con patron mixto caracterizado por granulomas,
necro inflamacion de tipo hepatitis aguda y dafo vascular por dilatacién sinusoidal producido por
Crataegus oxyacantha, Agathosma betulina y Arctostaphylos pungens, esta Uultima ha
demostrado que el consumo de su fruta parece ser seguro si se usa durante corto tiempo, sin

embargo, no se tiene registro del uso de su hoja.



MARCO TEORICO

La herbolaria hace referencia al conocimiento y uso terapéutico adquirido a lo
largo del tiempo para el reconocimiento de plantas cuyos componentes activos
son utilizados en el tratamiento de enfermedades, asi como la receta o las dosis
que debe utilizarse (1). Las medicinas herbales y sus preparados se han usado
ampliamente durante miles de afios en todo el mundo (2). Su antigledad se
remonta al afio 2100 a.C. en las culturas China e India (3).

En el mundo precolombino se desarrollé una de las herbolarias mas complejas
del mundo debido a la riqueza cultural y étnica que se alcanzé en estas regiones;
asi pues, desde tiempos prehispanicos, diferentes grupos étnicos han usado
plantas con fines medicinales (1). En 1552, Martin de la Cruz escribe en nahuatl
su opusculo sobre las hierbas medicinales, que fue traducido al latin por el
xochimilca Juan Badiano con el titulo de Libellus de medicinalibus indorum
herbis, en donde se reunen los principales medicamentos utilizados por los
indigenas, incluyendo el método de preparacion, indicaciones y usos.

En julio de 1984 entra en vigor la Ley General de Salud y se dan las condiciones
para la integracion de una figura fundamental en el desarrollo de la farmacopea
mexicana moderna; el 26 de septiembre del mismo afo se crea la Comisidn
Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (CPFEUM),
que da inicio a la historia contemporanea de la Farmacopea de nuestro pais. En
2004 se publica la 82 edicidbn de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM), que abarca controles de calidad para los medicamentos
alopaticos, homeopaticos, herbolarios, dispositivos médicos y controles de
calidad para los establecimientos como farmacias (4). Este documento tiene

como proposito establecer los lineamientos oficiales relacionados con el control



de calidad, destinados a asegurar la idoneidad de las plantas utilizadas,
poniendo especial énfasis en su identidad (nombre cientifico) y optimizacion.
Ademas, trata de establecer los métodos de analisis y especificaciones técnicas
que deberan cumplir las plantas y los derivados de ellas utilizados en la
elaboracién de medicamentos y remedios herbolarios, contribuir al mejoramiento
de la calidad de los productos y a su uso adecuado, asi como difundir y promover
el potencial terapéutico de la flora de México. Sin embargo, la lista de especies
de uso tradicional incluidas en la farmacopea herbolaria mexicana corresponde
tan sélo a cerca del 1% del total de la flora de México (1).

En nuestro pais, de acuerdo con cifras de la Secretaria de Salud, al menos el
90% de la poblacion usa plantas medicinales; de ese 90%, la mitad usa
exclusivamente las “plantas medicinales” para atender sus problemas de salud;
el otro 50%, ademas de las plantas medicinales, usa la medicina alépata. En
este sentido es explicable que en el mercado “El Sonora” de la Ciudad de México
se vendan dia con dia aproximadamente unas 10 toneladas de plantas curativas.
Se estima que la industria herbolaria de la Ciudad de México procesa y
comercializa unas 2000 toneladas mensuales (5).

Desde el punto de vista de la importancia taxonémica, México ocupa el segundo
lugar a nivel mundial en el numero de plantas medicinales registradas con un
total de 4500, después de China que tiene registradas 5000. En tercer lugar, esta
Colombia, con 2600 plantas. Estos son los primeros lugares mundiales en
herbolaria. De la totalidad de esas plantas s6lo se han estudiado en toda la
historia unas 500. Desde el ambito étnico, las plantas medicinales tienen una
relevancia innegable: unos 10 millones de indigenas de unas 56 etnias, los

cuales hablan alguna lengua ancestral, ademas del espariol, usan una herbolaria



regional ancestral y algunos incluso complementan esta practica con alopatia en
la clinica rural. Esas culturas estan vivas y contindan transmitiendo oralmente
este conocimiento milenario hasta el dia de hoy (5).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reconoce que no existe un marco
juridico internacional que regule el acceso a las plantas y su uso racional, ni la
seguridad, la eficacia y la calidad de sus principios activos, pues, a pesar de que
persiste un arraigado uso de la medicina tradicional, su aplicacién ha superado
fronteras ancestrales de paises y culturas (1).

Se utilizan plantas y productos naturales, principalmente, como tés y aditivos en
comida; mientras que los productos herbales manufacturados incluyen drogas y
suplementos alimenticios (6). Los productos herbales deben considerarse por
separado de otras formas terapéuticas no medicinales, alternativas o
complementarias (7).

Frecuentemente el consumo de productos herbolarios o comunmente
denominados naturistas, no cuentan con una regulacion sanitaria apropiada y se
pueden comprar libremente (8). Ahora bien, la aceptacion de un agente
herbolario en la practica para su uso con fines medicinales debe seguir una
evaluacion critica porque, de no contar con ella, se pone en riesgo significativo
la salud del consumidor (7). Como agentes medicinales, también los productos
herbales tienen potencial de efectos adversos o secundarios, de la misma
manera que las drogas patentadas (7). Desafortunadamente, una revision
aleatoria de ensayos controlados que evaluan medicinas herbales, revelaron que
sélo el 15% de los estudios, proveen informacion sobre efectos adversos y

seguridad (7).



Vale la pena aclarar que las drogas herbales se encuentran reguladas bajo una
estricta vigilancia, mientras que el control para los suplementos herbales es
menos exigente (6). En este sentido, existen guias para asegurar la calidad de
los productos farmacéuticos y monitorear la seguridad de medicinas herbales en
sistemas de farmaco-vigilancia (6). Sin embargo, a pesar de las
recomendaciones para mejorar la calidad y evitar la variabilidad de especies de
plantas en los preparados herbales, no es raro que existan fallas en los procesos
de preparacion. Puede haber peligros ostensibles dado que es posible que se
presenten adulterantes, impurezas, contaminantes o hierbas mal identificadas
(6).

Los productos herbales usados para tratar enfermedades existen tanto en crudo
como en preparados comerciales. Los productos crudos (raices, hojas, semillas,
tés, etc.) son mas usados en paises en desarrollo. Sin embargo, algunas veces
se trata de mezclas preparadas en las que sus componentes no son bien
conocidos y pueden contener contaminantes, como metales pesados,
plaguicidas, microorganismos, etc. Los productos comerciales herbales como
capsulas o tabletas se usan mas comunmente en paises desarrollados, los
cuales varian en contenido y concentraciones de sus constituyentes quimicos
(3).

Ahora bien, muchas drogas terapéuticas medicinales utilizadas en la practica
clinica son aisladas de plantas, por ejemplo, atropina, colchicina, digoxina, entre
otras. La importancia de la medicina derivada de las plantas (fitomedicina) esta
obviamente basada en el detalle que la farmacognosia trajo a la farmacéutica en
los anos pasados. Pero el conocimiento de botanica y quimica solos no siempre

se traduce en un entendimiento de la farmacologia clinica y terapéutica (7). A



pesar de que su potencial terapéutico no ha sido probado con investigaciones
sistematicas y rigurosas, la terapia herbal ha aumentado su uso para tratamiento
de varias enfermedades, no sélo en el mundo oriental sino también en el
occidental (3).

Desde que el Congreso de los Estados Unidos aprobd el Acta de Salud y
Educacion de los Suplementos Alimenticios (DSHEA) en 1994, el uso de
suplementos alimenticios herbales ha aumentado su popularidad en los Estados
Unidos (9). Se ha reportado que cerca de 70 millones de americanos usaron
terapias medicinales alternativas en el 2002; de éstas, las mas comunes eran
terapias herbales con ventas de aproximadamente $5 billones cada afio. (9). La
Asociacion Americana de Productos Herbales (AHPS) estima que hay cerca de
3000 especies de plantas y 50 000 productos vendidos como suplementos
herbales en los Estados Unidos (9). Los 10 preparados herbales mas usados en
Estados Unidos incluyen echinacea, ajo, ginko biloba, saw palmetto, ginseng,
extracto de semilla de uva, té verde, hierba de San Juan, arandano y aloe (3).
Cabe mencionar que en México algunas las plantas que se consumen como
medicinales no cuentan con estudios de toxicidad individual o usadas como
mezclas y entre ellas tenemos a Gymnema sylvestre (Gurma), Crataegus
oxyacantha ssp (Espina de Albar), Morus alba (Mora de arbol), Laurus nobilis
(Laurel), Agathosma betulina (Bechu), Hamamelis virginiana y Arctostaphylos
pungens (Pinguica). Se trata, precisamente del grupo de plantas que se estudian
en la presente investigacion.

1. La Gymnema sylvestre es la mas estudiada y, por tanto, de la que mas
informacion se tiene. Es mejor conocida como Gurma, nombre que proviene del

hindu y significa “destructor de azucar”. Es una planta perteneciente a la familia



Apocynaceae. Se caracteriza por ser larga, trepadora, lefiosa de hoja perenne,
ovaladas. Crece especialmente en bosques monzdnicos y matorrales, en alturas
de hasta 1000-1200 m. Se encuentra en sur y centro de India, Africa tropical y
Australia tropical; con menor frecuencia, crece en algunas zonas de Oceania y
América. Sus hojas se usan como digestivo, antiviral, diurético, antialérgico,
hipoglucemiante, hipolipidémico, agente anti-obesidad y contra la caries dental.
Su principal constituyente es el acido gymnémico, una mezcla de al menos 17
saponinas diferentes. Este acido se emplea como marcador para control de
estandarizacién y calidad en los preparados comerciales que contienen G.
sylvestre. Otros componentes quimicos son la gymnemasaponina, gurmarin,
conduritol, gymanmina, gypenosido, entre otros, todos ellos son los
responsables de su efecto hipoglucemiante (10). Algunos estudios han
demostrado varias vias en las que ejerce su efecto antidiabético: a) reduccion
de la absorcidén de glucosa en el intestino delgado, b) mejora de sintesis de
glucogeno, glucdlisis, gluconeogénesis en el higado y musculo, c¢) estimulacion
de liberacidn de insulina de los islotes de Langerhans, d) interferencia en las
papilas gustativas de la lengua para disminuir el sabor dulce de la comida, e)
efecto antagonista de la hiperglucemia inducida por adrenalina, corticoesteroides
y somatotropina, f) aumento de la sensibilidad periférica a la insulina (11). Solo
se ha reportado un caso de dafo hepatico por Gymnema sylvestre en una mujer
de 60 anos, quien probablemente sufri6 una reaccion idiosincratica que

desencadend una respuesta autoinmune (12).



Figura 1. Hojas de Gymnema sylvestre (Gurma).

2. Crataegus oxyacantha, conocida como espino de albar, pertenece a la
familia Rosaceae. Es un arbol de hoja caduca con ramas espinosas y hojas
lampifas, aserradas, flores blancas y fruto ovoide. Se ha demostrado que posee
propiedades anti-inflamatorias, anti-bacteriales, diuréticas, antiespasmaddicas
(13) y antioxidantes que protegen contra dafo miocardico y arritmias. Estos
efectos son atribuidos a su contenido de flavonoides con procianidinas, las
cuales también se conocen como proantocianidinas porque producen el
pigmento antocianina responsable del color de algunas flores y frutas (14); son
oligébmeros y polimeros de unidades flavan-3-ol (epicatequina). La dosis diaria
de procianidina puede variar desde 10 mg hasta 0.5 g; su principal fuente es el
té, el chocolate, las manzanas, las peras, las uvas y el vino tinto. Se ha reportado
que las procianidinas inhiben la peroxidacion lipidica, la agregacion plaquetaria
y modulan la actividad de dianas moleculares relacionadas con la enfermedad,

incluyendo la cicoloxigenasa 2 y factor nuclear KB (14).



Figura 2. Hojas de Crataegus oxyacantha (Espino de albar).

3. Morus alba, es una especie de arbol perteneciente a la familia de las
moraceas, miden hasta 15 m de altura. Son oriundos del centro y este de Asia,
cultivados en Asia, Europa y América. Sus hojas con peciolo de 1,5-2 cm y limbo
de 4-6 por 4-5 cm, mas o menos ovado, subagudo, irregularmente dentado o
lobado, oblicuamente cordado, delgado, glabro excepto a lo largo de la
nerviacion, verde claro. Su fruta es conocida como mora de arbol, es comestible.
Estudios recientes han demostrado que los extractos ricos en antocianinas del
maiz morado, arandanos, fresas, madreselva y moras previenen la obesidad en
modelos animales (15). Se cuenta también con la variante Morus nigra,
comunmente conocida como mora negra, se ha usado como analgésico,

diurético, antitusivo, sedante, ansiolitico, hipotensor y anti-inflamatorio (16).

Figura 3. Hoja de Mora de arbol.



4, Laurus nobilis es un arbol perteneciente a la familia de las lauraceas,
conocido como laurel, y es originario de la zona mediterranea. Sus hojas son
azuladas, alternas, lanceoladas u oblongo-lanceoladas, de consistencia algo
coriacea, aromaticas, con el borde en ocasiones algo ondulado. Tienen apice
agudo y base atenuada. Miden unos 3-9 cm de longitud y poseen corto peciolo.
El haz es de color verde oscuro lustroso, mientras que el envés es mas palido.
Las flores estan dispuestas en umbelas sésiles de 4-6 flores de 4 pétalos que
aparecen en marzo-abril, y son amarillentas. El fruto es una baya, ovoide, de 10-
15 mm, negra en la madurez, suavemente acuminada con pericarpo delgado.
Tiene semilla unica de 9 por 6,5 mm, lisa. Madura a principios de otofio. Sus
hojas son usadas como condimento en la cocina. Su uso medicinal se aplica
contra enfermedades gastricas y como anti-inflamatorio. Se ha reportado que un
constituyente del laurus nobilis, llamado sesquiterpene costunolide induce
muerte celular e inhibe la absorcion de alcohol. Se han presentado reacciones
alérgicas donde el 87 % de los individuos estaban sensibilizados a costunolide

en una concentracion de 0.1 % (17)

Figura 4. Hoja de Laurus nobilis (Laurel).



5. Agathosma betulina, también conocida como Bechu, es una especie de
arbusto perteneciente a la familia de las rutaceas, con hojas perenes, con tallos
amarillos o rojos. Las hojas son opuestas, alternas, elipticas de margen serrado
con glandulas oleosas en la base de cada diente y unas dimensiones de entre
14 y 25 mm de longitud y 6 a 14 mm de anchura de largo y ancho. Las flores son
blancas o rosa palido. Es nativa de las montafias de baja altura del oeste de
Sudafrica. Se usa para inflamacion e infeccion del sistema urinario, asi como
estimulante del apetito, digestivo y anti-espasméddico. Sus constituyentes
quimicos mejor conocidos son mentone/isomentone, diosfenol, limoneno,

pulegone/isopulegone y cis-/trans-8-mercapto-p-mentane-3-onas (18).

Figura 5. Hoja de Agathosma betulina (Bechu).

6. Hamamelis virginiana. Esta planta es muy popular en Estados Unidos,
donde es conocida como witch-hazel (avellana de bruja). Pertenece a la familia
de las Hamamelidaceae. Son arbustos de hoja caduca o arboles que alcanzan
3-8 m de altura. Las hojas son ovaladas de 4 a 16 cm de longitud y de 3 a 11 cm
de ancho, con margenes ondulados o lisos. Las flores se producen en los tallos
deshojados en invierno, cada flor tiene cuatro pétalos delgados de 1.2 cm de

color amairillo palido. La fruta es una capsula dividida que contiene una semilla



negra. Crece en la costa Atlantica de Norte América, se encuentra en bosques
humedos desde Nueva Escocia hasta Florida, asi como en Texas. Se cultiva a
pequena escala en Europa, por lo que el material de comercio se obtiene
principalmente del este de EUA y Canada. Su flor, corteza y hojas son utilizadas
por los Nativos Americanos para preparar ténicos y remedios. Esta planta es de
las pocas aceptada por la Food and Drug Administration (FDA) regulada por
estandares de seguridad y efectividad (19). La corteza es astringente, rica en
taninos; su extracto se usa en medicina herbaria para el cuidado de la piel, para
tratar heridas pequefas, inflamacion local o hemorroides. También se ha

descrito propiedades antioxidantes y antivirales (20).

Figura 6. Hoja de Hamamelis virginiana.

7. Arctostaphylos pungens, mejor conocida como pinguica se distribuye
desde el sur de Estados Unidos hasta Veracruz y Oaxaca. Pertenece a la familia
Ericaceae y es una especie lefiosa, perenne, ramificada desde la base con hojas
elipticas de 1 a 3 cm de largo. La flor es blanca o rosa, agrupada en racimos de
5 a 8 flores. La fruta es una drupa globosa, lisa, de 5 a 8 mm, carnosa y
comestible (21). Esta fruta contiene abundantes antocianinas bioctivas, que ha
demostrado tener efecto antihiperlipidémico, con aumento de niveles

sanguineos de lipoproteinas de alto peso molecular (High Density Lipoproteins /



HDL-c). El consumo de esta fruta parece ser seguro si se usa durante corto

tiempo (22).

Figura 7. Fruta de Arctostaphylos pungens (Pinguica).

El uso de drogas herbales y suplementos es popular en todo el mundo y
percibida como segura; sin embargo, algunos productos herbales pueden causar
reacciones adversas, incluyendo dafio hepatico (6). Muchos suplementos
alimenticios, incluidas las vitaminas, los minerales y los extractos botanicos, han
sido reconocidos como posibles causantes de hepatotoxicidad inducida por
drogas (HTID) (23). Se han publicado 60 hierbas y productos herbales diferentes
como potencialmente hepatotdéxicos en 185 publicaciones que hablan sobre
hepatotoxicidad por herbolaria (24). Algunas hierbas con toxicidad demostrada
son Teucrium chamaedrys (camedrio o germander), Celedonium majus
(celandina mayor), Piper methysticum rhizoma (kava-kava), Larrea tridentata
(chaparral o gobernadora), Cassia angustifolia (senna), Camellia sinensis (té
verde), Cimifuga racemosa (cohosh negro) (25 a 28).

La verdadera prevalencia del uso de productos herbales y la incidencia de
hepatotoxicidad herbal no esta bien conocida. (3) Basado en datos disponibles

en cohortes de Drug-induced liver injury Network (DILIN) los productos herbales



estan implicados en la causa de hepatotoxicidad entre 2y 11 % de los pacientes
con HTID y entre 5y 10 % de los pacientes con falla hepatica aguda (FHA) (3).
El higado es el principal responsable del metabolismo de nutrientes, como
farmacos y sustancias no farmacoldgicas, lo que lo hace susceptible de dafo (8).
Como ya se dijo, las reacciones quimicas adversas no estan confinadas a las
drogas farmacéuticas, los suplementos alimenticios y medicinas herbales
casualmente auto-medicadas, también son hepatotoxicos potenciales (8). La
hepatotoxicidad inducida por drogas (HTID) es la causa mas frecuente de muerte
asociada a insuficiencia hepatica aguda (IHA) y representa la principal reaccién
adversa implicada en el abandono del desarrollo de futuros medicamentos en
las fases preclinicas o clinica (8). La HTID es la causa del 10 % de hepatitis
aguda y de ésta 40 % ocurre en pacientes mayores de 50 afios. En algunas
series el 10 % al 20 % corresponden a hepatitis fulminante o sub-fulminante (29).
El riesgo de un curso fulminante es 20 % mayor que en caso de hepatitis viral
aguda (1%). Sin embargo, los farmacos estdan menos relacionados (<1%) en
hepatitis crénica o cirrosis (29).

La HTID puede ser intrinseca o idiosincratica. La intrinseca es aquella que
depende de la dosis, es predecible, reproducible y a menudo es caracteristica
de un agente particular cuando se consume en grandes cantidades. El ejemplo
mas conocido es la ingestion de paracetamol y exposicién a cloroformo. El
mecanismo de lesion intrinseca puede ser directa, dafiando a las células o a los
organelos, o bien indirecta, a través de conversion de un xenobidtico en una
toxina activa o a través de mecanismos inmunologicos (30). La HTID
idiosincratica es aquella que ocurre de forma impredecible y no depende de la

dosis; ésta es la forma mas comun de HTID y se estima que ocurre de entre 1/10



000 a 1/100 000 exposiciones (31). La mayoria de las reacciones idiosincraticas
ocurren de cinco a 90 dias después de la ingesta del farmaco; sin embargo,
puede ocurrir hasta 12 meses después (32). Una hipétesis que explica la HTID
idiosincratica es la generacion de metabolitos reactivos durante las reacciones
de biotransformacion hepatica de fase |, controladas por el citocromo P450
(CYP). La ausencia de un determinado CYP o la presencia de polimorfismo en
uno o varios CYP, determinaria bien la inactivacion del compuesto original
(téxico) o bien, la formacion de metabolitos aberrantes (idiosincrasia metabdlica).
El resultado de este proceso es la presencia intracelular de radicales libres o
compuestos electrofilicos que agotan la glucocilacién de los hepatocitos, se unen
covalentemente a proteinas, lipidos o acidos nucléicos o inducen
lipoperoxidacién. La lesion citotoxica culmina en la muerte celular por necrosis o
apoptosis (8). El efecto citotéxico también puede ser secundario al estrés
oxidativo que se genera durante el metabolismo de las toxinas. En situacion de
estrés oxidativo se produce una depleciéon de adenosin trifosfato (ATP), la
oxidacién de grupos sulfhidrilo de las proteinas, trastornos en la hemostasis
idnica y un aumento sostenido en la concentracion intracelular de calcio. Todo
ello conduce a la pérdida de la integridad celular.

En una minoria de casos el metabolito reactivo presumiblemente forma aductos
con proteinas o con el propio CYP que lo ha generado, comportandose como un
neoantigeno. Estos neoantigenos, formados a nivel del citosol, migran hacia la
membrana celular via vesicular o uniéndose a receptores de membrana de
antigeno leucocitario humano (HLA), desde donde estimulan la respuesta
inmune celular y humoral dirigida contra las células hepaticas, originando asi las

reacciones idiosincraticas inmunoalérgicas o por hipersensibilidad.



En raras ocasiones, la HTID idiosincratica sobreviene por un fallo genéticamente
condicionado en los sistemas enzimaticos de detoxificacidén (reacciones de fase
Il), encargados de neutralizar los metabolitos reactivos, los cuales pueden dar
lugar a determinados sindromes, como la colestasis, al inhibir transportadores
especificos de la bilis, o la esteatosis microvesicular y esteatohepatitis al alterar
la B-oxidacion mitocondrial (8). La colestasis inducida por farmacos ocurre
debido a disrupcion de los filamentos de actina cercanos a los canaliculos 0 a la
inhibicion de bombas transportadoras. Los defectos en la proteina tres de
multidrogo resistencia (MDR3) conducen a excrecion biliar defectuosa de
fosfatidilcolina y, en consecuencia, originan la expresion de sindromes
colestasicos de tipo familiar. Recientemente, se han implicado mutaciones en el
MDRS en predisposicion a colestasis inducida por farmacos (8).

El diagndstico de dafio hepatico toxico es desafiante y suele considerarse de
exclusién (33). No existen marcadores especificos o pruebas diagndsticas para
la HTID; sin embargo, la Council for International Organizations of Medical
Sciences (CIOMS) ha propuesto criterios para la terminologia en la HTID,
basados en pruebas bioldgicas, cronologia y biopsia hepatica. Se pueden definir
6 categorias de Drug Induced Liver Injury (DILI) con este sistema: 1) dafo
hepatocelular, 2) dafo colestasico, 3) dafio mixto, 4) dafio agudo, 5) dafo
cronico y 6) enfermedad hepatica crénica. (29) La herramienta preferida para
valorar la causalidad de la hepatotoxicidad es la escala CIOMS. Otras
herramientas conocidas son la Escala Naranjo de Probabilidad a Reacciones
Adversas por Drogas (NHADRPS), el método introspectivo global de la OMS y
el acercamiento causal ad hoc; sin embargo, la escala CIOMS es mas especifica

para validar hepatotoxicidad. La escala Naranjo y la Roussel Uclaf Causality



Assessment Methad (RUCAM) producen un puntaje numérico, indicando que el
diagnostico de HTID es definitivo (o probable), posible o poco probable (29). El
método de la OMS o el acercamiento ad hoc no son especificos para higado ni
validos para hepatotoxicidad, por lo que son considerados obsoletos para
evaluar causalidad en la hepatotoxicidad por herbolaria (34). Los criterios
diagnosticos para HTID incluyen los cronolégicos, considerados esenciales, los
cuales requieren una historia clinica detallada, y los criterios clinicos, como la
edad, laboratorios, antecedentes, signos y sintomas, y los criterios
anatomopatolégicos basados en la biopsia hepatica (29). Los mejores sistemas
validados para puntuacidon que consideran todos estos parametros son el CIOMS
y el RUCAM.

La biopsia hepatica es util cuando se sospecha hepatotoxicidad porque permite
determinar el patron de dafio, sugiere mecanismos causales, confirma o sugiere
un farmaco candidato, evalua el grado de lesién o estadio y excluye o encuentra
otras patologias (29).

El diagnostico de dafo hepatico por drogas o toxinas empieza con una
evaluacion morfolégica cuidadosa del higado para identificar el tipo de dafio
celular o el patron predominante. La hepatotoxicidad puede semejar cualquier
otro tipo de enfermedad. Asi que, identificar un patron de lesion puede ser muy
util tanto para incluir, asi como para excluir hepatotoxicidad como causa de
disfuncion hepatica. Las hepatotoxinas pueden dafar uno o todos los tipos de
células que se encuentran en el higado, pero se debe poner atencion especial a
los hepatocitos, células de conductos biliares y células endoteliales.
Ultimadamente, el tipo de dafno celular va a depender del agente particular

involucrado.



Kleiner en el 2009 categoriz6 los cambios morfologicos de hepatotoxicidad en 5
patrones morfolégicos mayores: necro inflamatorio, colestasico, esteatosis,
vascular y neoplasias (35). Complementando estos patrones, encontramos en el
capitulo 13 del libro MacSween's, escrito por James H. Lewis y David E. Kleiner,
dos patrones mayores mas: Dafio hepatocelular-colestasico mixto (hepatitis
colestasica) y fibrosis/cirrosis (36). Los mas comunes en biopsias por
hepatotoxicidad son el necro inflamatorio y colestasico (35).

El patron de dafo necro inflamatorio también es llamado dafio hepatocelular. Se
caracteriza por dano citotdxico con muerte celular la cual puede estar dada por
dos procesos: necrosis y apoptosis. Necrosis se refiere a desintegracion
destructiva de la célula aparentemente iniciada por dafio a la membrana
citoplasmatica dejando solo detritus. La necrosis observada puede ser zonal, no
zonal o masiva. Como regla general, la necrosis producida por hepatotoxinas
intrinsecas es zonal, mientas que la producida por dafo idiosincratico es no-
zonal. Grados extremos de necrosis zonal y no-zonal puede resultar en necrosis
masiva. La apoptosis (muerte celular programada) es un evento dependiente de
energia donde la célula se encoje, su nucleo se fragmenta, la cromatina se
condensa y se producen vesiculas citoplasmaticas. Las células condensadas se
conocen como apoptoticas o cuerpos acidofilicos individuales. La activacion de
las vias de apoptosis involucra al receptor del factor de necrosis tumoral alfa
(rTNF a) o la activaciéon de la via de las caspasas intercelulares mediadas por
Fas.

El patron mayor necro inflamatorio se subdivide en 4 tipos: Necrosis coagulativa

aguda (zonal), tipo hepatitis aguda, tipo mononucleosis y tipo hepatitis cronica.



La necrosis coagulativa aguda se caracteriza por ser zonal. La necrosis zonal
pura puede involucrar la zona perivenular (zona 3), la cual es la mas comun,
zona periportal (zona 1) o rara vez la zona media (zona 2), dependiendo el
agente causal; y es usualmente el resultado de toxinas intrinsecas. Sin embargo,
existen excepciones.

El dafio tipo hepatitis aguda se caracteriza por multiples areas pequefias de
degeneracion o necrosis focal. Suele ser resultado de un dano idiosincratico. Es
predominantemente lobular, con infiltrado inflamatorio linfocitario y escasos
hepatocitos apoptéticos dispersos. Puede verse aumento de eosinofilos que
pueden ayudar a sugerir el diagnéstico de hepatotoxicidad. Otros datos de dano
hepatocelular son la degeneracion balonizante, esteatosis y cambios
regenerativos como mitosis, formacién de rosetas de hepatocitos y proliferacién
ductular de hepatocitos. En casos severos, pueden existir areas de necrosis
confluente por muerte celular apotética extensa. La inflamacion portal y la
hepatitis de interface pueden estar presentes, como en el dano biliar, sin
embargo, este no es el patron dominante. Hay otro patrén secundario de
hepatitis aguda que semeja a la hepatitis por infeccion de Virus de Epstein-Barr.
En este patrén hay moldeamiento de linfocitos similar a la hepatitis por
mononucleosis, se puede encontrar granulomas y eosindfilos.

El dafio tipo hepatitis cronica, el cual no se relaciona con el tiempo de evolucién
ni con su persistencia, se caracteriza por infiltrado necro inflamatorio
predominantemente portal y periportal. La inflamacion portal es mixta constituida
por linfocitos y macrofagos. Se puede encontrar células plasmaticas y
eosindfilos. Hay hepatitis de interface asociada a fibrosis periportal. La

inflamacion lobular esta presente en forma de necrosis focal con hepatocitos



apoptoticos dispersos. Los hepatocitos pueden tener cambios degenerativos o
esteatosis como en la hepatitis aguda. La colestasis no es una caracteristica de
la hepatitis viral cronica hasta estadios tardios de la enfermedad por lo que su
presencia deberia alertar al patélogo hacia la posibilidad de dafio por drogas.
También se puede encontrar dafio ductal, aun en ausencia de estasis biliar y
puede semejar cirrosis biliar primaria. La hepatitis crénica inducida por drogas
puede estar asociada a un sindrome similar a la hepatitis autoinmune tipo 1 (AlH-
1) con la presencia de anticuerpos antinucleares y anti-musculo liso (actina) en
el suero, junto con hiperglobulinemia. En estos casos, el inicio de los sintomas
es insidioso.

El dafio granulomatoso es otro tipo de patron de lesion necro-inflamatoria. Los
granulomas se pueden presentar solos o asociados a otro tipo de dafio hepatico
como hepatitis aguda o cronica, colestasis y esteatosis. Se han documentado
varios agentes causales de hepatitis granulomatosa, usualmente como parte de
sindrome de hipersensibilidad. Los microgranulomas son comunes en dafio
hepatico inducido por drogas y en otras formas de enfermedad hepatica, por lo
que, no deberian considerarse, por si mismos, para el diagnéstico de hepatitis
granulomatosa. Los granulomas de la hepatotoxicidad no tienen caracteristicas
especificas que los distinguen de sarcoidosis u otras causas de granulomas
epiteliodes no caseificantes, sin embargo, la presencia de eosindfilos puede
sugerir la posibilidad de dafio téxico. Las caracteristicas histoldgicas que
sugieren dafo por drogas incluyen la edad uniforme de los granulomas y la
presencia de eosindfilos, cuerpos apoptéticos, colangitis aguda y/o vasculitis. En

estos casos la curacidon ocurre sin secuelas.



El patron mayor de dafio colestasico se subdivide en 3: colestasis intrahepatica
aguda (“colestasis blanda), colestasis intrahepatica cronica y esclerosis biliar. La
colestasis intrahepatica aguda consiste en acumulacion de bilis en el citoplasma
de los hepatocitos (colestasis hepatocelular) y en el canaliculo (colestasis
canalicular). La colestasis es mas prominente en la zona 3. Algunas veces se
puede acompafiar con un grado moderado de dafio parenquimatoso e
inflamacion (particularmente portal) asociado con colestasis aguda. Si la
inflamacion portal o lobular es significativa, el dafio deberia clasificarse como
dafo mixto hepatocelular y colestasico.

El dafio colestasico crénico inducido por drogas puede adquirir una gran
variedad de formas, sin embargo, la caracteristica central es el dafio crénico a
los conductos intrahepaticos resultando en ductopenia. El dafio puede simular
cirrosis biliar primaria o colangitis esclerosante primaria. El dafio ductal puede
estar acompafado de colestasis hepatocanalicular y puede llevar a un sindrome
de conductos evanescentes inducido por drogas, sin embargo, el grado de
destruccion ductal e inflamacién portal es menos prominente en el sindrome
inducido por drogas que en la cirrosis biliar primaria. El dafio colestasico cronico
puede conducir a fibrosis y cirrosis o la recuperacion puede ser muy lenta. Las
caracteristicas histologicas pueden incluir otros cambios vistos en colestasis
cronica no inducida por drogas como colestasis periportal de hepatocitos,
acumulacién de cobre y reaccion ductular. La colestasis aguda y el dafo
hepatocelular/colestasico mixto puede progresar a colestasis cronica mientras el
dano progresa.

La esclerosis biliar es un término aplicado al dafio en el arbol biliar producido por

la infusion en la arteria hepatica de floxuridina para carcinoma metastasico y en



el uso de agentes escolicidas para el tratamiento de quistes por equinococo. La
lesion consiste en edema del epitelio ductal superficial y compresion, asi como
distorsion de la luz del conducto. El dafio se ha atribuido a la oclusién de la arteria
por lo que se ha llamado también “colangiopatia isquémica”.

La presencia de colestasis intrahepatica aguda asociado con patron necro
inflamatorio o hepatitis crénica, resulta en un patron mixto. Esta es una
manifestacion comun del dafo hepatico inducido por drogas y sugiere
fuertemente una etiologia toxica.

La esteatosis y la esteatohepatitis son otro patron mayor de lesion. El término
esteatosis hepatica no alcohdlica (non-alcoholic fatty liver disease NAFLD)
engloba todas las enfermedades hepaticas que tiene algun grado de esteatosis
en donde el alcohol u otras enfermedades no juegan algun rol. La NAFLD se
asocia frecuentemente a resistencia a la insulina. Consecuentemente, la
presencia de esteatosis en la biopsia hepatica no es especifica, se ha asociado
con muchos agentes causales y puede encontrarse combinada con otras formas
de dafo hepatico como necrosis zonal. Existen dos tipos principales de
esteatosis: macro vesicular y microvesicular, ambos pueden estar presentes
simultdneamente en varias combinaciones. La esteatosis microvesicular se
asocia con presentaciones agudas y se caracteriza por un cambio espumoso en
el citoplasma del hepatocito, compuesto por gotas pequefias de lipidos que no
desplazan al nucleo. En la esteatosis macro vesicular el hepatocito contiene una
gota lipidica mediana o grande en el citoplasma y desplaza al nucleo hacia la
periferia. Frecuentemente se pueden encontrar multiples vacuolas de diferentes
tamafnos en un hepatocito, esta forma mixta de esteatosis debe considerarse

como macro vesicular. La combinacion de necrosis zonal y esteatosis se observa



en muchos agentes toxicos. En la esteatohepatitis, el patrén de lesion basico es
un dafo hepatocelular en zona 3 caracterizado por degeneracion balonizante,
formacion de cuerpos de Mallory-Denk con inflamacion lobular variable. La
inflamacién portal puede estar presente. La fibrosis asociada es tipicamente peri
sinusoidal y perivenular al principio, pero puede progresar a formar puentes de
fibrosis y cirrosis.

La fibrosis y cirrosis son patrones mayores de dafio hepatico por drogas. Son el
resultado de una gran variedad de drogas y toxinas. Los agentes que causan
hepatitis cronica, colestasis cronica y esteatohepatitis, todos, pueden producir
cirrosis en su estadio terminal. El dafio hepatico agudo no parece conducir a
cirrosis después de la resolucion clinica y bioquimica con la discontinuacién de
la droga. La fibrosis puede ser secundaria a necrosis hepatica masiva o
submasiva si el paciente sobrevive sin trasplante. La fibrosis periportal ocurre en
hepatitis aguda o crénica inducida por drogas y en colestasis crénica inducida
por numerosas drogas. En dafo agudo, la fibrosis periportal probablemente se
resuelve rapidamente después de la discontinuacidon del agente. La cirrosis
macronodular y micronodular, la hepatopatia congestiva que semeja cirrosis
cardiaca y la lesion tipo cirrosis biliar pueden ser resultado de toxinas o dafio por
drogas. La cirrosis macronodular o micronodular pueden ser secuelas del dafio
continuo y repetitivo, o resultado de necrosis subaguda, o enfermedad necro
inflamatoria crénica. Un soélo episodio de necrosis puede llevar a distorsion de la
arquitectura, pero no a la cirrosis.

Muchas lesiones vasculares importantes pueden ser producidas por drogas. Las
dos lesiones oclusivas son la trombosis de la vena hepatica y la oclusién fibrética

de las vénulas hepaticas y sinusoides. Lesiones adicionales incluyen peliosis



hepatica, dilatacion sinusoidal, fibrosis peri sinusoidal y esclerosis hepatoportal.
El flujo sanguineo anormal, resultado de estas lesiones, pueden causar
regeneracion, resultando en hiperplasia nodular regenerativa. Estas lesiones
estan ligadas a una via comun de lesidén endotelial. El depdsito de colageno en
el area periportal y espacio de Disse, acompanado de reduccién del calibre de
la vena portal u obliteracion de la vena portal pueden conducir a hipertension
portal. Esta forma de hipertension portal no cirrética es llamado “esclerosis
hepatoportal”. La enfermedad veno-oclusiva es un patron de dafio hepatico
donde hay obliteracién de las venas hepaticas pequefias por tejido conectivo
laxo y edematoso que aparece entre el endotelio y el colageno normal
subyacente, estrechando la luz. Esto esta asociado con el dafio endotelial en el
sinusoide particularmente en la zona 3, con la acumulacién de detritus celulares,
eritrocitos atrapados y matriz extracelular en el sinusoide; frecuentemente hay
necrosis perivenular de los hepatocitos. La peliosis hepatis consiste en
cavidades grandes llenas de sangre no revestidas de endotelio. La dilatacion
marcada de sinusoides se ha observado en higados con peliosis. Ultra
estructuralmente, la lesion se caracteriza por fibrosis peri sinusoidal y
proliferacion de células endoteliales sinusoidales, asi como de las células
estrelladas peri sinusoidales.

Se han asociado tumores benignos y malignos con drogas y toxinas. Algunos de
ellos son los adenomas hepatocelulares, el carcinoma hepatocelular, el
colangiocarcinoma y angiosarcomas. El adenoma hepatocelular esta restringido
a las mujeres en edad reproductiva altamente relacionado con el consumo de

anticonceptivos orales (36).



Justificacion

El consumo de productos derivados de herbolaria, asi como suplementos
alimenticios se ha popularizado a través de la poblacion con la idea de tener
efectos beneficiosos para la salud y percibidos como seguros debido a su origen
natural. Sin embargo, la poblacién suele desconocer los efectos adversos y
dafios a o6rganos como higado y riidn. La confirmacidn diagndstica de
hepatotoxicidad por herbolaria puede ser un reto clinico debido a las
caracteristicas especificas de la enfermedad y la causalidad multifactorial. La
biopsia hepatica es considerada una herramienta util que refuerza el diagndstico
0 excluye otras causas potenciales de dafio hepatico.

¢, Cuadles son los cambios histopatologicos en la hepatotoxicidad por algunos
productos usados en la herbolaria?

Por esta razon es importante analizar los cambios histopatologicos en la
hepatotoxicidad inducida por herbolaria para apoyar el diagndstico ante una
sospecha clinica.

Se realiz6 un ensayo preclinico, doble ciego, con grupos de ratones a los cuales
se les administré dosis unica de un solo extracto herbal por lote que consiste en:
Gymnema sylvestre (Gurma), Agathosma betulina (Bechu), Morus alba (Mora de
arbol), Crataegus oxyacantha ssp (Espina de Albar), Arctostaphylos pungens
(Pinglica), Laurus nobilis (Laurel), y Hamamelis virginiana, a tres distintas dosis
y se analizaran los cambios morfolégicos en higado y rifidn con microscopia

Optica, al dia 14 de la administracion o al momento del deceso si ocurriese antes.



Planteamiento del problema

El interés en el uso de herbolaria ha aumentado en todo el mundo de manera
dramatica. La confianza en los productos herbales en paises subdesarrollados
esta dada, en parte, por su adherencia a las costumbres locales y tradiciones,
pero también por el alto costo de las medicinas farmacéuticas. Otro motivo del
creciente interés en el uso de herbolaria, se debe a la preocupacion en los
efectos adversos, secundarios o desilusion en los tratamientos médicos
convencionales. La creencia que por ser productos herbales son naturales, por
lo que deben ser eficaces y seguros también participa en las causas de su
consumo (37). En México el uso de herbolaria es muy popular entre la poblacion,
de acuerdo con cifras de la Secretaria de Salud, al menos el 90% de la poblacion
usa plantas medicinales (5). Nuestro pais ocupa el segundo lugar a nivel mundial
en numero de plantas medicinales registradas con un total de 4500, después de
China que tiene registradas 5000. De la totalidad de esas plantas s6lo se han
estudiado en toda la historia unas 500 (5). Se conoce poco sobre su
farmacocinética o su dosis efectiva no esta bien establecida (37). Las reacciones
quimicas adversas no estan confinadas a las drogas farmacéuticas, los
suplementos alimenticios y medicinas herbales casualmente auto medicadas,
también son hepatotoxicos potenciales (8). Se han publicado 60 hierbas y
productos herbales diferentes como potencialmente hepatotoxicos en 185
publicaciones sobre hepatotoxicidad por herbolaria (24). De acuerdo con la
expansion del uso de productos herbales, el potencial dafio hepatico por estos
productos a aumentado (37). Algunas hierbas con toxicidad demostrada son
Teucrium chamaedrys (camedrio o germander), Celedonium majus (celandina

mayor), Piper methysticum rhizoma (kava-kava), Larrea tridentata (chaparral o



gobernadora), Cassia angustifollia (senna), Camellia sinensis (té verde),
Cimifuga racemosa (cohosh negro) (25 a 28). La cantidad de plantas empleadas
en herbolaria para uso medicinal es numerosa, sin embargo, son pocas las que
cuentan con estudios publicados donde se evaluan sus efectos tanto
beneficiosos como adversos. En nuestra poblacion, se ha documentado un
incremento en la toxicidad hepatica, renal y enteral, por los productos herbarios
que se utilizan en el dia a dia, con la creencia de tener un efecto benéfico sobre
la salud; sin embargo, hasta el momento hay poca informacion si estos productos
causan toxicidad solo por la exposicion aislada o si es dependiente del tiempo y
dosis de la exposicion. Por lo que es necesario ampliar los estudios de los
efectos adversos de dichas plantas para poder informar sobre la seguridad en la

salud de sus consumidores.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los cambios morfolégicos en el higado en un modelo de raton producidos
por el consumo de las siguientes plantas: Gymnema sylvestre (Gurma),
Agathosma betulina (Bechu), Morus alba (Mora de arbol), Crataegus oxyacantha
ssp (Espina de Albar), Arctostaphylos pungens (Pingulica), Laurus nobilis (Laurel)

y Hamamelis virginiana.

Objetivos secundarios

1. Evaluar toxicidad aguda en higado, dosis dependiente de Gymnema sylvetre
(Gurma).

2. Evaluar toxicidad aguda en higado, dosis dependiente de Crataegus
oxyacantha (Espino de albar).

3. Evaluar toxicidad aguda en higado, dosis dependiente de Morus alba (Mora).
4. Evaluar toxicidad aguda en higado, dosis dependiente de Laurus nobilis
(Laurel).

5. Evaluar toxicidad aguda en higado, dosis dependiente de Agathosma betulina
(Bechu).

6. Evaluar toxicidad aguda en higado, dosis dependiente de Hamamelis
virginiana (Hamamelis).

7. Evaluar toxicidad aguda en higado, dosis dependiente de Arctostaphylos

pungens (Pinguica).



Hipotesis de trabajo
La administracion de Gymnema sylvetre, Crataegus oxyacantha, Morus, Laurus
nobilis, Agathosma betulina, Hamamelis virgiana, y Arctostaphylos pungens, es

téxico en higado dosis dependiente.

Diseiio del estudio

Estudio experimental (estudio preclinico) sobre la base de un modelo de raton.
Estudio para evaluar toxicidad aguda en higado por 7 extractos herbales
(Gymnema sylvetre, Crataegus oxyacantha, Morus, Laurus nobilis, Agathosma
betulina, Hamamelis virgiana, y Arctostaphylos pungens) administrados por via

oral, en 3 dosis diferentes.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio pre-clinico en la Unidad de Investigacion en Farmacologia,
con 132 ratones hembra, nuliparas, no embarazadas, de la cepa Balb-c, a
quienes se les administrd un extracto de 7 plantas diferentes, cada lote de planta
con 18 ratones divididos en 3 niveles de dosis unica, 30mg, 300mg y 3000mg
administrada por via oral y un grupo control de 6 ratones sanos que no recibieron
extracto herbal. Se realizé eutanasia al dia 14 posterior al comienzo de la

administracion del extracto.

Material vegetal
Las siete muestras vegetales se obtuvieron directamente con los familiares de
un paciente que ingres6 al Hospital de Especialidades al Servicio de

Gastroenterologia por intoxicacion debido al consumo de productos herbales. El



material vegetal: Gymnema sylvetre, Crataegus oxyacantha, Morus alba, Laurus
nobilis, Agathosma betulina, Hamamelis virginiana, y Arctostaphylos pungens,
fue identificado y fue proporcionado por la Maestra en Ciencias Abigail Aguilar

Contreras, Jefa del Herbario Medicinal del IMSS.

Preparacion de los extractos

Se utilizdé Gymnema sylvetres, Crataegus oxyacantha, Morus alba, Laurus
nobilis, Agathosma betulina, Hamamelis virginiana, y Arctostaphylos pungens.
Los extractos se obtuvieron por maceracion del material vegetal (20 g) con etanol
(300 ml), posteriormente se filtraron y se evaporaron a sequedad en un rota-
evaporador a presion reducida. Una vez secos y a peso constante los extractos
se guardaron en refrigeracion a 4 °C en frascos sellados hasta el momento de

Su uso para determinar la actividad.

Animales (Poblacion de estudio)

Se utilizaron ratones (Mus musculus) cepa Balb-C haloxénico, engendrado y
producido, en condiciones controladas, con claros antecedentes genéticos y
microbiolégicos. Es mamifero de sangre caliente, habitos nocturnos de
comportamiento influenciado por feromonas. Posee un agudo sentido de la
audicion, por lo que se alteran rapidamente con los ruidos. Su sentido del olfato
esta muy desarrollado. Su visidn es muy pobre y no pueden percibir colores. En
la orbita del ojo posee unas glandulas con forma de herradura llamadas
glandulas Harderianas, cuando el raton esta en estrés, excreta en la zona
periocular una sustancia de color marrén llamada porfirina. Por su pequeno

tamano son muy susceptibles a cambios ambientales, puesto que una variacién



de la temperatura entre 2-3°C, puede afectar su temperatura corporal y modificar
su fisiologia. El tamafio del ratén adulto varia entre 12 a 15cm desde la punta de
la nariz a la punta de la cola y pesa aproximadamente 20 + 2 g. Tiene una vida
util de 10 a 12 meses y se obtiene de 8 a 10 camadas. Es un animal sociable y

se mantiene en grupos sin ningun inconveniente (38).

Procedimiento Metodolégico

Este estudio tiene como base la Guia para la Prueba de Quimicos. Toxicidad
oral aguda- Método de clase de toxicidad aguda 423 del 2001 (OECD
GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS Acute Oral Toxicity — Acute Toxic
Class Method) (39) donde se establece el uso de 3 a 6 animales por cada nivel.
El nivel de inicio de dosis es desde 5, 50, 300, 2000 hasta maximo 5000mg/kg
de peso corporal. Nuestro estudio constd de 132 ratones divididos en 8 grupos,
7 de ellos recibieron un extracto herbal a 3 dosis diferentes y un grupo control
que no recibira extracto.

Se emplearon ratones (Mus musculus) cepa Balb-C, hembras nuliparas, no
embarazadas de 6 semanas de edad, sanas de 20 + 2g de peso debido a que
se ha demostrado que tienen una sensibilidad a los toxicos ligeramente mayor
que los machos. Se mantuvieron dentro del bioterio de Centro Médico Nacional
Siglo XXI IMSS en un cuarto de alojamiento, dentro de cajas de 468cm2 y altura
de 12cm, fabricadas con plastico transparente con tapa removible y perforada,
con piso sélido cubierto en su totalidad con viruta de madera. Cada caja contuvo
6 ratones identificados con lineas horizontales de tinta en sus colas. El ambiente
se mantuvo a una temperatura de 18 a 26°C con humedad relativa de 40-70%

con sistema de ventilacion que cubrié un minimo de 15 a 18 recambios de aire



por hora durante 24 horas. Se iluminaron 12h con luz artificial tipo luz de dia con
lamparas fluorescentes y 12h de obscuridad; con una intensidad de ruido menor
a 85dB. Se alimentaron con 3 a 6 g diarios de alimento comercial para roedores
constituido por 17-24% de proteina cruda, 4-11% de grasa cruda, 3-6% de fibra
cruda, 5-7% de cenizas sin vitamina C, permitiendo un libre acceso de 3-7ml de

agua al dia.

Figura 8. Caja de almacenamiento.

Se administraron los 7 extractos a tres dosis (3000 mg/kg, 300 mg/kg y 30 mg/kg)
y con una n=6 por cada dosis. Cada muestra se administré en volumen de 0.5
ml para cada animal.

A cada grupo se le administré dosis unica del extracto de una sola muestra herbal
(cegada), catalogada con un numero arabigo del 1 al 7, y con base en la dosis
del extracto se sub agruparon en 3 mas, designados como sigue:

A) 18 ratones recibieron el extracto de la planta-1(Pr-1):

6 ratones Pr-1 a dosis de 30mg/kg, 6 ratones Pr-1 a dosis de 300mg/kg y 6
ratones Pr-1 a dosis de 3000mg/kg.

B) 18 ratones recibieron el extracto de la planta-2 (Pr-2):



6 ratones Pr-2 a dosis de 30mg/kg, 6 ratones Pr-2 a dosis de 300mg/kg y 6
ratones Pr-2 a dosis de 3000mg/kg.

C) 18 ratones recibieron el extracto de la planta-3 (Pr-3):

6 ratones Pr-3 a dosis de 30mg/kg, 6 ratones Pr-3 a dosis de 300mg/kg y 6
ratones Pr-a dosis de 3000mg/kg.

D) 18 ratones recibieron el extracto de la planta-4 (Pr-4):

6 ratones Pr-4 a dosis de 30mg/kg, 6 ratones Pr-4 a dosis de 300mg/kg y 6
ratones Pr-4 a dosis de 3000mg/kg.

E) 18 ratones recibieron el extracto de la planta-5 (Pr-5):

6 ratones Pr-5 a dosis de 30mg/kg, 6 ratones Pr-5 a dosis de 300mg/kg y 6
ratones Pr-5 a dosis de 3000mg/kg.

F) 18 ratones recibieron el extracto de la planta-6 (Pr-6):

6 ratones Pr-6 a dosis de 30mg/kg, 6 ratones Pr-6 a dosis de 300mg/kg y 6
ratones Pr-6 a dosis de 3000mg/kg.

G) 18 ratones recibieron el extracto de la planta-7 (Pr-7):

6 ratones Pr-7 a dosis de 30mg/kg, 6 ratones Pr-7 a dosis de 300mg/kg y 6
ratones Pr-7 a dosis de 3000mg/kg.

Ademas, se contd con un grupo control constituido por 6 ratones hembras sanas,
nuliparas no embarazadas a las cuales no se les administré el extracto herbal y

se alimentaron como dictan las normas.
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Figura 9. Esquema de procedimiento metodoldgico.

Al iniciar la prueba de toxicidad aguda a los animales se les dejo en ayuno previo
de 12 horas con libre acceso al agua, se administré los extractos via intragastrica
y 4 horas después de la administracion se le dio alimento y agua a libre demanda.
Se registré la mortalidad a las 4 horas y 72 horas posteriores a la administracion.
Después de 14 dias, se procedio a la eutanasia de los animales sobrevivientes
por dislocacion cervical manual para evitar la contaminacion de los tejidos con
sustancias quimicas empleadas en los métodos recomendados en la NOM-062-
Z00-1999. Se tomo el ratéon por la base de la cola con una mano para su
acomodo y se colocé sobre una superficie donde el animal se sostuvo, con los
dedos indice y pulgar de la otra mano o bien en su defecto un instrumento
delgado pero rigido, se colocaron sobre la base del craneo y se ejercio traccion
hacia atras del animal a través de la base de la cola, para ocasionar la

dislocacion cervical.
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Figura 10. Procedimiento metodolégico de modelo de toxicidad aguda.

Estudio histopatolégico

Inmediatamente, posterior a la eutanasia o0 muerte espontanea, los ratones se
enviaron al servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital de Especialidades del
CMN SXXI donde se les realizd necropsia con evisceracion en bloque de
organos abdominales (técnica de Ghon) con una incisién longitudinal a la linea
media, desde la regidn submentoniana hasta el pubis empleando guantes del
61/2, un mango de bisturi numero 3 con hojas de numero 10, pinzas de diseccién
sin dientes, tijeras rectas y gasas. Se les disec6 el higado empleando tijeras
rectas, pinzas sin dientes y gasas. Se lavaron los érganos para eliminar manchas

de sangre o coagulos.

Figura 11. Bloque eviscerado de érganos del ratén.



Posteriormente, los higados completos se dejaron en un frasco de vidrio con
tapa de goma y formalina al 10 % durante 24 horas para su fijacion. Una vez
fijados los higados, se les realizé un corte longitudinal axial para colocar en una
capsula de plastico un corte rectangular de 1.5x1cm, la cual se identific con la

planta, dosis y raton correspondiente.

Figura 12. Capsula con muestra de higado del raton.

Dichas capsulas se entregaron a los histotecnologos del servicio de Anatomia
Patologica del Hospital de Especialidades del CMN SXXI, quienes colocaron las
capsulas en el procesador de tejidos Thermo Scientific Shandon Citadel 1000 ®
con capacidad para 60 capsulas. Las capsulas pasaron por 12 vasos los cuales
componen el carrusel del procesador automatico. El primer vaso contenia formol
y las capsulas se sumergieron en él durante 1h, el segundo vaso contenia formol
y se sumergieron durante 1h, el tercer vaso contenia Alcohol al 70% con tiempo
de inmersion de 1h 30min, el cuarto vaso contenia alcohol al 80% vy se
sumergieron durante 1h y 30min, el quinto vaso contenia alcohol al 96% con
tiempo de inmersién de 1h 30 min, los vasos sexto, séptimo y octavo contenian

alcohol al 100% con tiempo de inmersion de 1h en cada uno, los vasos noveno



y décimo contenian xylol con tiempo de inmersién 1h 30min cada uno, los vasos
onceavo y doceavo contenian parafina con tiempo de inmersién de 2h cada uno.
Terminado el proceso, se recogieron las capsulas para continuar con la inclusion
y creacién manual del bloque de parafina con la orientacién adecuada del tejido.
Se realizaron cortes de 3 micras de grosor, con el microtomo, obteniendo tiras
delgadas del tejido en parafina. Las tiras de parafina se pasaron al bafio de
flotacion a una temperatura de 40-45° para su estiramiento. Estas tiras se
colocaron sobre un portaobjetos. Se colocaron las laminillas en una estufa a 50°
durante 3h, para su secado exhaustivo. Una vez secas se tifieron con
hematoxilina y eosina. Se sumergieron las laminillas en xilol durante 2-
10minutos, etanol al 100° durante 2-10minutos, etanol al 96° durante 10 minutos,
se repetid este paso y se continué con agua destilada durante 10 minutos,
hematoxilina durante 3 minutos, agua corriente durante 15 minutos, agua
destilada durante 2-10minutos, eosina durante 30 segundos, etanol 80° durante
15 segundos, etanol 96° durante 30 segundos, etanol 100° durante 5 minutos,
etanol 100° durante 10 minutos y por ultimo xilol durante 2-10 minutos. El
proceso se finalizé con la colocacion de una gota de resina seguida de un cubre-
objetos.

Se analizaron 12 laminillas diariamente durante 10 u 11 dias. Los cambios

morfolégicos se anotaron en la tabla (Anexo B).



Definicion de variables

VARIABLE

TIPO

ESCALA

MEDICION

DEFINICION OPERACIONAL

Gymnema sylvestre

Nominal

Presente

Planta trepadora, lefosa con
hojas  perenne, acuminadas,
ovaladas de 3-5cm de largo y 0.7-
3cm de ancho, verde-marron, olor

y sabor amargo.

Crataegus

oxyacantha

Nominal

Presente

Es un arbol de hoja caduca con
ramas espinosas Yy hojas
lampifas, aserradas, flores

blancas y fruto ovoide.

Morus alba

Nominal

Presente

Fruto producto de un arbol de la
familia de las moraceas que mide
hasta 15m de altura, con
infrutescencias de  2.5x1cm,
blancas o blanco rosadas o

negras.

Laurus nobilis

Nominal

Presente

Arbusto o arbol perenne de 5-10m
de altura. Hojas azuladas,
alternas, lanceoladas u oblongo-

lanceoladas, aromaticas con




borde ondulado, mide 3-9cm de

longitud.

Agathosma betulina

Nominal

Presente

Arbusto de hojas perenne con
tallos amarillo o rojizos erectos
profusamente ramificados de
hasta 1m de altura. Hojas
opuestas, elipticas de margen
serrado, miden 14-25mm de
longitud y 6-14mm de anchura.
Flores blancas de hasta 20mm de

longitud.

Hamamelis

virginiana

Nominal

Presente

Arbol de 2-7m de altura. Hojas
alternas y perennes. Flores en
grupos de 3-4 sujetas en el mismo
involucro. Fruto en una capsula

con forma de avellana.

Arctostaphylos

pungens

Nominal

Presente

Arbusto de la familia Ericaceae,
crece hasta 3m. Hojas maduras,
coriaceas, verdes, ovales de
hasta 4cm., con flores en racimo.
El fruto es una drupa de 5-8mm de

ancho.




VARIABLE TIPO ESCALA MEDICION DEFINICION
OPERACIONAL
Crecimiento nuclear | Cualitativa | Presente / Ausente Hepatocitos de 25 a
dicotomica 30 miras con nucleo
central de mas de 20
micras de diametro.
Binucleacion Cualitativa | Presente / Ausente Hepatocitos con dos
dicotomica nucleos centrales.
Necrosis Cualitativa | Presente / Ausente Se define como
hepatocelular dicotomica zonas de
hepatocitos
necroticos o
hepatocitos
apoptoticos
individuales
caracterizados por
nucleo picnaotico
hipercromatico y
citoplasma
eosinofilico.
Inflamacion Cualitativa | Presente / Ausente Presencia de
interlobulillar dicotomica linfocitos, células
plasmaticas o

eosindfilos en el




parénquima

interlobulillar.
Granulomas Cualitativa | Presente / Ausente Presencia de
dicotobmica granulomas no
caseificantes.
Inflamacion Cualitativa | Presente / Ausente Células inflamatorias
centrolobuillar dicotémica localizadas en el
centro del lobulillo.
Células plasmaticas | Cualitativa | Presente / Ausente Célula inflamatoria
dicotdmica de 10 micras con
nucleo  excéntrico,
cromatina en “rueda
de carreta”
citoplasma eosindfilo
con area perinuclear
clara.
Neutrofilos Cualitativa | Presente / Ausente Célula inflamatoria
Dicotémica de 7 micras con
nucleo
multiolobulado,
hipercromatico,
citoplasma
eosindfilo.
Eosindfilos Cualitativa | Presente / Ausente Célula inflamatoria

Dicotédmica

de 7 micras con




nucleo  bilobulado,
hipercromatico,
citoplasma con

granulos eosindfilos.

Degeneracion Cualitativa | Presente / Ausente Hepatocitos con
balonizante dictotomica aumento 2 veces del
tamafno normal con
citoplasma amplio,
claro y nucleo
excentrico.
Datos de | Cualitativa | Presente / Ausente Hepatocitos
regeneracion dicotomica dispuestos en
estructuras
circulares tipo
rosetas o]
binucleacion.
Colestasis Cualitativa | Presente / Ausente Presencia de
dicotomica pigmento biliar

verde, granular en el
citoplasma de
hepatocitos o denso
en el canaliculo o en
los conductos

biliares.




Ductopenia Cualitativa | Presente / Ausente Ausencia de
dicotobmica conductos biliares en
mas de 50% de los
espacios porta.
Proliferacion de | Cualitativa | Presente / Ausente Aumento en el
colangiolos dicotobmica numero de
colangiolos en el
espacio porta,
adyacente a la placa
limitante.
Inflamacion portal y | Cualitativa- | Presente / Ausente Presencia de
periportal Dicotomica linfocitos, células
plasmaticas,
macrofagos o}
eosindfilos en el
espacio portal, en
placa limitante o en
zona 1 del lobulillo.
Esteatosis Cualitativa- | Presente / Ausente Presencia de
macrovesicular Dicotdmica hepatocitos con

vacuola grande de
lipido citoplasmatica
que desplaza el

nucleo a la periferia.




Esteatosis

microvesicular

Cualitativa

dicotoémica

y

cuantitativa

Presente/Ausente

Porcentaje

Porcentaje de
hepatocitos con
multiples  vacuolas
pequenas de lipidos
citoplasmatica que

no desplazan el

nucleo a la periferia.

Esteatosis mixta

Cualitativa

Dicotdmica

Presente / Ausente

Presencia de
hepatocitos con
multiples  vacuolas
lipidicas
intracitoplasmaticas
pequenas y
hepatocitos con una
vacuola lipidica
grande

intracitoplasmatica.

Dilatacion sinusoidal

Cualitativa

dicotoémica

Presente/Ausente

Aumento en el
tamano y congestion
de eritrocitos en la

luz del sinusoide

Peliosis hepatica

Cualitativa

dicotdmica

Presente/Ausente

Cavidades grandes
llenas de sangre no
revestidas de

endotelio.




Enfermedad veno- | Cualitativa | Presente/Ausente Obliteracion de las
oclusiva dicotobmica venas hepaticas
pequenas con
depdsito de
colageno laxo vy
edematoso entre el
endotelio y el
colageno
subyacente.
Fibrosis portal Cualitativa | Presente/ausente Ensanchamiento del
dicotomica espacio porta por
depdsito de
colagena.
Puentes de fibrosis | Cualitativa | Presente/ausente Depésito de
dicotomica colagena que va de
un espacio porta a
otro, de vena central
a espacio portal o de
vena central a vena
central.
Cirrosis Cualitativa | Presente/ausente Pérdida de la
dicotomica arquitectura

hepatica por nédulos

de regeneracion




rodeados por
colagena.
Neoplasias Cualitativa | Presente/ausente Proliferacion de
dicotobmica células atipicas
neoplasicas
malignas o]
benignas.

Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva para las variables nominales. Los resultados se
expresaron en proporciones, media (xtDE), y mediana (intervalos). Los datos
estadisticos fueron evaluados utilizando ANOVA, seguido por la prueba de
Turkey (analisis posthoc). Un valor de p P < 0.05 sera estadisticamente

significativo.

Consideraciones éticas

Se consideré como objetivo primordial el obtener resultados experimentales sin
causar dolor o angustia a los animales. Se procuré refinar los procedimientos
para evitar que estos causen sufrimiento por lo que se tuvo en cuenta el respeto,
afecto y gratitud. Se siguio el principio de las tres R propuesta por William Russel
y Rex Burch en 1959: Reducir, Reemplazar y Refinar. Reducir al maximo el
numero total de animales utilizados en investigacién. Reemplazar, siempre que
sea posible, el animal de experimentacion por otro modelo experimental, cuando
no resulte imprescindible el uso de animales. Refinar los métodos y técnicas

utilizados de modo que produzcan al animal el menor sufrimiento posible. Para




lograr esto y para evitar riesgos ocupacionales se siguieron normas de buenas
practicas de laboratorio. La manipulacion de los animales de laboratorio se
realizd en apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (Anexo A),
sobre técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio. En el apartado
4 correspondiente a las disposiciones generales de uso de animales, todo el
articulo 5.1 que especifica condiciones del uso de roedores como animales en
experimentacion. Los animales de laboratorio se mantuvieron y se manipularon
en el Bioterio del CMN S XXI que contd con las especificaciones del articulo 6;
nos apegamos al articulo 8.2 para la administracion de fluidos y sustancias. Se

realizé eutanasia de acuerdo a la NOM-062-Z0O0-1999 en su articulo 9.5.

Carta de consentimiento
El protocolo no involucra trabajo con seres humanos por lo que no se requiere

carta de consentimiento (Anexo C).

Comité de Investigacion y Etica.

Este protocolo y cualquier material que lo acomparie fueron sometidos por el
investigador a un Comité de Etica e Investigacién. La aprobacion se obtuvo antes
de iniciar el estudio y se documentd en una carta al investigador en la que se

especificé la fecha en que se obtuvo dicha aprobacion.

Aspectos de bioseguridad
La Unidad de Investigaciones Médicas en Farmacologia y el bioterio del CMN

Siglo XXI cuenta con el material, equipo, infraestructura y logistica necesarios



para el desarrollo del proyecto de investigacion de acuerdo con las normas y
reglamentos:

a) Se cuenta con los permisos y/o licencias oficiales que se requieran para llevar
a cabo el trabajo propuesto.

b) NOM-062-ZO0-1999 articulos 4o fraccion lll, 12 fraccion X1V, 17 y 18 fraccion
VI de la Ley Federal de Sanidad Animal

c) Reglamento de la Ley de Proteccion a los Animales del Distrito Federal articulo
5° fraccion IV

d) NOM-033-Z00-1995 articulo 4o fracciones I, lll y V, 12, 16, 17 y 44 de la Ley
Federal de Sanidad Animal

e) NOM-087-ECOL-SSA1-2002

f) Reglamento de la Ley General de Salud en Material de Investigacion para la
Salud: Titulo cuarto, capitulo |, articulo 75, 77; Titulo séptimo, capitulo unico

En el momento que sea requerido las comisiones de Etica y bioseguridad podran
revisar:

a) Las instalaciones de los laboratorios participantes para constatar que se
encuentran en estado ideal de operacidn y son adecuadas para llevar a cabo la
investigacion propuesta.

b) El equipo utilizado se encuentra en condiciones Optimas para su operacion.
c) El equipo personal de proteccion se encuentran en estado satisfactorio de
operacion.

d) Los involucrados en el proyecto, incluyendo a los estudiantes que participaron
en las diferentes etapas de la investigacion, tienen la capacitacion y experiencia

necesaria para trabajar con el material sefalado anteriormente.



e) Se mantuvieron las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y
personal durante el desarrollo del proyecto.

f) Los desechos biolégicos se transportaron en bolsas amarillas al bioterio del
CMN Siglo XXl o del laboratorio de Farmacia de la UAEH en contenedores dentro
de un cuarto frio para su incineracion por parte de la empresa contratada para
este servicio.

g) Los desechos quimicos que se generaron durante el desarrollo de los
experimentos y procesamiento de muestras se colocaron en recipientes de vidrio

para ser recogidos por una empresa encargada en recuperar los solventes



RESULTADOS

Después de la administracion de diferentes dosis de: Gymnema sylvetres,
Crataegus oxyacantha, Morus alba, Laurus nobilis, Agathosma betulina,
Hamamelis virginiana, y Arctostaphylos pungens, los ratones fueron
monitoreados para signos de toxicidad. Los ratones mostraron actividad normal

y no hubo mortalidad hasta el final del estudio.

Hallazgos histopatolégicos en higado

El higado del grupo control mostro la arquitectura de los hepatocitos conservada,
con nucleos prominentes, la zona portal y vena central con signos de inflamacion

0 necrosis no significativos.

El higado de los ratones tratados con el extracto herbal muestran diferentes
cambios morfologicos: crecimiento nuclear (p=.001), binucleaciéon (p=.002),
degeneracion balonizante (p=.000), inflamaciéon interlobulillar (p=.000),
inflamacion centrolobuillar (p= .000), inflamacién portal (p=.000), infiltrado por
neutrofilos (p=.002), granulomas no caseificantes (p=.000) y dilatacion sinusoidal
(p=.000). Oftros hallazgos no significativos fueron: inflamacién periportal
(p=.860), infiltrado por eosindfilos (p=.905), necrosis hepatocelular <5%
(p=.057), colestasis hepatocelular (p=.980), esteatosis macrovesicular (p=.180),
esteatosis microvesicular (p=1), y esteatosis mixta (p=.999). En toda la muestra
no observamos: hepatitis de interfase, células plasmaticas, necrosis
hepatocelular del 5-30%, necrosis hepatocelular del 30-70%, necrosis

hepatocelular >70%, patron rosetoide, colestasis canalicular, ductopenia,



proliferacion de colangiolos, fibrosis hepatica, puentes de fibrosis, peliosis

hepatica, enfermedad veno oclusiva, cirrosis o neoplasias.

Fotografia 3. Degeneracioén balonizante. A, zonas claras en el lobulillo (4x H&E). Hepatocitos

aumentados de tamafio a expensas de citoplasma amplio, claro y nucleo periférico (40x H&E).



Fotografia 6.- Agregado de linfocitos en el espacio porta. (10x H&E).



Fotografia 7.- Granuloma no caseificante. Acimulo de linfocitos y macréfagos epitelioides

interlobuilillares sin necrosis..

Fotografia 9. Dilatacion y congestion sinusoidal intensa (40x H&E).



Fotografia 10 . Necrosis hepatocelular. Hepatocitos con citoplasma escaso, eosindéfilo denso

con nucleo central, pequefo e hipercromatico (40x H&E) .

Planta 1: Arctostophylos pungens (pinguica)

Los cambios morfolégicos producidos por esta planta son los siguientes.

Los 6 ratones (100%) que recibieron el extracto a 30mg presentaron
binucleacion, neutréfilos y granulomas no caseificantes; el 83% presentd
dilatacion sinusoidal; el 66% mostré inflamacion interlobulillar y solo el 50%
mostrd inflamacidon centrolobuillar; el 33% presenté crecimiento nuclear,
inflamacion portal y necrosis hepatocelular en menos del 5% del higado
analizado; el 16% presentd degeneracién balonizante e inflamacion periportal. A
dosis de 300mg, los 6 ratones (100%) que recibieron el extracto, presentaron
inflamacion interlobulillar; el 83% presentd neutrofilos, granulomas no
caseificantes y dilatacion sinusoidal; el 66% resultd con crecimiento nuclear; 50%
con binucleacion; 33% con inflamacion centrolobulillar y esteatosis
microvesicular en menos del 5% del higado analizado; el 16% mostro
degeneracion balonizante e inflamacion portal. En caso de los ratones que

recibieron la dosis mayor (3000mg) los cambios se presentaron en menor



proporcion. El unico cambio que se presenté en los 6 ratones (100%) es el
crecimiento nuclear; el 83% de los ratones con esta dosis presentd granulomas
no caseificantes; el 66% neutrofilos y dilatacidon sinusoidal; el 50% degeneracion
balonizante, inflamacion interlobulillar y necrosis hepatocelular en menos del 5%
del higado; y unicamente el 16% presentd inflamacion centrolobulillar.

Estos resultados muestran que los ratones que recibieron la dosis menor (30mg)
presentaron un patréon morfolégico de hepatotoxicidad de tipo granulomatoso en
el 100%. Ademas del patrén granulomatoso el 83% lo presenta en combinacion
con dafio vascular y solo el 33% en combinacién con patrén necro inflamatorio
tipo hepatitis aguda caracterizado por necrosis hepatocelular menor al 5%, como
caracteristica principal, acompafada de binucleacién, inflamacion interlobulillar
e inflamacion centrolobulillar con neutrofilos. Los ratones expuestos a la mayor
dosis (3000mg) presentaron un patron de tipo granulomatoso combinado con
dafo vascular caracterizado por dilatacion y congestion sinusoidal en el 83% de
los casos; mientras que el 50% de estos se encuentran combinados con patrén
necro inflamatorio de tipo hepatitis aguda.

El patron morfolégico que se concluye con estos hallazgos es mixto, siendo
constante el patron granulomatoso con dafio vascular de tipo dilatacion y
congestion sinusoidal en 50% de los casos que recibieron en combinacion con

necro inflamatorio en el 50% de los casos.



Hallazgos

Arctostophylos
pungens
Nucleo grande
Binucleacion
Degeneracion
balonoide
Inflamacion
interlobulillar
Inflamacion
centrolobulillar
Inflamacion portal
Inflamacion
periportal
Infiltrado por
neutroéfilos
Granuloma no
caseificante
Necrosis
hepatocelular

Placebo  30mg/kg 300mg/kg  3000mg/kg p

(%) (%) (%) (%)
16 33 66 100 0.001
16 100 50 33 0.002
16 17 17 50 0.001
0 66 100 50 0.001
16 50 83 17 0.001
0 33 17 0 0.001
16 16 0 0 0.86
16 100 83 67 0.002
0 100 83 83 0.001
16 67 0 50 0.057

Tabla 1. Tabla de porcentajes de hallazgos morfolégicos en ratones que recibieron extracto de

150%
100%

X

hoja de Arctostophylos pungens.

Arctostophylos pungens
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Control 30mg 300mg 3000mg

B Crecimiento nuclear H Binucleacion
Degeneracioén balonizante B Inflamacién lobulillar
M inflamacidn centrolobulillar ® Inflamacipon portal
B Neutrofilos W Eosindfilos
B Granulomas no caseificantes B Necrosis hepatocelular <5%

M Dilatacion sinusoidal

Grafica 1.- Porcentajes de hallazgos morfoldgicos en ratones que recibieron extracto de hoja de

Arctostophylos pungens.



Planta 2: Laurus nobilis (Laurel)

En los ratones expuestos a 30mg (n=6), los cambios mas frecuentes fueron la
binucleacion y los neutrofilos, presentes en el 66% de los ratones; el 50%
presento inflamacién portal y dilatacién sinusoidal; y solo el 16% mostraron
inflamacion interlobulillar, inflamacién centrolobuillar y granulomas.

Los ratones que recibieron 300mg de extracto (n=6), el 83% de ellos presentd
neutrofilos, el 66% binucleacion, el 50% inflamacion lobulillar, inflamacion
centrolobulillar e inflamacién portal y el 16% inflamacion periportal, granulomas,
colestasis canalicular y esteatosis microvesicular. Ninguno mostré necrosis
hepatocelular, ni degeneracion balonizante; la presencia de binucleacion e
inflamacion interlobulillar, centrolobuillar y portal en el 50% no concluye un patron
de dafio necro inflamatorio tipo hepatitis aguda. Los porcentajes en los que se
presentaron la colestasis, la esteatosis y los granulomas no son suficientes para
concluir otros patrones de dafio hepatotédxicos.

A dosis de 3000mg, el 100% de los ratones presentaron binucleacion vy
neutréfilos; el 83% mostrd inflamacidn interlobulillar; el 66% resultd con
inflamacion portal y granulomas; el 16% desarrollé inflamacion centrolobuillar,
inflamacion periportal, necrosis hepatocelular en menos del 5% del tejido y
dilatacion sinusoidal. Estos ratones muestran un patrén de dafo granulomatoso
puro dependiente de la dosis, solo en el 66% de los casos ya que no se reunen

criterios para ningun otro tipo patron de dafio hepatotdxicos.



Hallazgos Placebo 30mg/kg  300mg/kg 3000mg/kg p

Laurus nobilis (%) (%) (%) (%)

Nucleo grande 16 0 33 0 0.001
Binucleacién 16 66 66 100 0.002
Degeneracion balonoide 16 0 0 0 0.001
Inflamacién interlobulillar 0 16 50 83 0.001
Inflamacioén 16 16 50 16 0.001
centrolobulillar

Inflamacion portal 0 50 50 66 0.001
Inflamacioén periportal 16 0 16 66 0.86
Infiltrado por neutréfilos 16 66 83 100 0.002
Granuloma no caseificante 0 16 16 66 0.001
Necrosis hepatocelular 16 0 0 16 0.057

Tabla 2. Tabla de porcentajes de hallazgos morfolégicos en ratones que recibieron extracto de

hoja de Laurus nobilis (Laurel).

Laurus nobilis
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Control 30mg 300mg 3000mg

B Crecimiento nuclear B Binucleacion
Degeneracion balonizante B Inflamacion lobulillar
inflamacién centrolobulillar B Inflamacipon portal

B Neutrdfilos B Eosinofilos

B Granulomas no caseificantes B Necrosis hepatocelular <5%

M Dilatacioén sinusoidal

Gréfica 2. Porcentajes de hallazgos morfolégicos en ratones que recibieron extracto de hoja de

LAURUS NOBILIS.

Planta 3: Crataegus oxyacantha (espino de albar)
Esta planta provocé cambios morfolégicos relacionados con hepatotoxicidad.
Los 6 (100%) ratones a los que se les administré el extracto acuoso a 30mg

mostraron binucleacion, degeneracion balonizante, inflamacion interlobulillar,



neutréfilos parenquimatosos y granulomas no caseificantes; el 66% mostro
inflamacion portal; el 50% necrosis hepatocelular <5%; el 33% mostro eosindfilos
y solo el 16% mostré inflamacion centrolobulillar y dilatacion sinusoidal. A dosis
de 300mg, el 100% de los ratones mostraron degeneracion balonizante,
inflamacion interlobulillar, inflamacion portal y granulomas no caseificantes; el
83% mostré neutrdfilos; el 50% binucleacion; solo el 16% resultaron con
inflamacion centrolobuillar, necrosis hepatocelular <5% y dilatacién sinusoidal. Y
a dosis de 3000mg el 100% de los ratones mostraron inflamacion interlobulillar,
inflamacion portal, neutréfilos parenquimatosos y granulomas no caseificantes;
el 83% resultdé con degeneracion balonizante, inflamacion portal; el 66% con
crecimiento nuclear, binucleacién y dilatacién sinusoidal. La inflamacién
interlobulillar y los granulomas no caseificantes son cambios presentes
independientes de la dosis, o que se puede interpretar como cambios
producidos por la simple administracién del extracto sin relacidon con la dosis.
Mientras que, a mayor dosis, la inflamacion portal es prominente relacionada con
neutrofilos intraparenquimatosos, esto puede explicar una relacion dosis
dependiente. Inversamente, a menor dosis la binucleacion es mayor, asi como
la necrosis hepatocelular <5% presente en los ratones que recibieron la menor
dosis. El patron morfolégico mayor de hepatotoxicidad conocido como necro
inflamatorio de tipo hepatitis aguda esta caracterizado por necrosis hepatocelular
focal, inflamacion int3erlobulillar con neutréfilos, degeneracion balonizante y
binucleacion. Dichos cambios estan presentes, de manera significativa, a
cualquier dosis dada; sin embargo, a menor dosis se presentaron en mayor
proporcion. La presencia de granulomas es una constante independiente de la

dosis. La inflamacién portal es un dato morfolégico del patréon necroinflamatorio



de tipo hepatitis cronica. Sin embargo, el dafio vascular representado por la

dilatacion sinusoidal solo esta presente en la dosis maxima. Con esto se

concluye que: El extracto de la hoja de Crataegus oxyacantha, a cualquier dosis,

genera un dafo hepatico con patron morfoldgico de tipo granulomatoso y en

algunos casos, se presenta combinado con patron morfologico necroinflamatorio

de tipo hepatitis aguda.

Hallazgos Placebo
Crataegus oxyacantha (%)
Nucleo grande 16
Binucleacién 16
Degeneracion balonoide 16
Inflamacion interlobulillar 0
Inflamacion 16
centrolobulillar

Inflamacion portal 0
Inflamacioén periportal 16
Infiltrado por neutroéfilos 16
Granuloma no caseificante 0
Necrosis hepatocelular 16

30mg/kg
(%)
0

100

100

100
16

67
0
100

100

300mg/kg 3000mg/kg

(%)
0

50
100
100

16

100

83

100
17

(%)
67

67
83
83
100

83

100

100

p

0.001
0.002
0.001
0.001
0.001

0.001
0.86
0.002

0.001
0.057

Tabla 3.- Tabla de porcentajes de hallazgos morfologicos en higado de ratones que recibieron

extracto de hoja de Crataegus oxyacantha.



Crataegus oxyacantha
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Control 30mg 300mg 3000mg

H Crecimiento nuclear H Binucleacion
Degeneracion balonizante B Inflamacion lobulillar
inflamacién centrolobulillar Inflamacipon portal

B Neutrofilos M Eosinofilos

B Granulomas no caseificantes B Necrosis hepatocelular <5%

B Dilatacién sinusoidal

Grafica 3. Hallazgos morfolégicos con la administracion del extracto de hoja de Crataegus
oxyacantha.

Planta 4. Hamamelis virginiana

El cambio mas frecuentemente observado fue la binucleacién, presentada por el
100% de los ratones expuestos a 30mg mientras que a 300mg y 3000mg lo
presentaron el 50% y el 83%, respectivamente. La binucleacién es un cambio
que representa regeneracion celular y puede estar presente en muchas
condiciones no especificas, puede estar acompanado por crecimiento nuclear,
caracteristica presentada en el 66% de los ratones que recibieron 30mg del
extracto mientras que solo se presentd en el 33% de los ratones que recibieron
300mg y 3000mg. Los granulomas no caseificantes, un hallazgo muy frecuente
y en altos porcentajes en las plantas anteriores, solo se presentaron en el 83%
de los ratones expuestos a 30mg, y en 50% de los ratones expuestos a 300mg
y 3000mg. La dilatacion sinusoidal no es lo suficientemente frecuente como para
concluir un dafo vascular ya que solo se presenté en el 33% y 16% de los
ratones expuestos a 300mg y 3000mg, respectivamente. La necrosis

hepatocelular en menos del 5% del tejido solo se presenté en 16% y 33% de los



ratones expuestos a 300mg y 3000mg, respectivamente. La Inflamacion

interlobulillar se present6 en el 50% y 66% de los ratones expuestos a 30mg y

300mg, respectivamente. La inflamacion centrolobuillar se mostré en el 16% y

50% de los ratones que recibieron 30mg y 300mg, respectivamente. Con estos

hallazgos no se concluye ningun patron de dafio hepatotoxicos.

Hallazgos Placebo 30mg/kg  300mg/kg 3000mg/kg
Hamamelis virginiana (%) (%) (%) (%)
Nucleo grande 16 67 33 33
Binucleacién 16 100 50 83
Degeneracion balonoide 16 0 33 50
Inflamacioén interlobulillar 0 50 67

Inflamacion 16 16 50
centrolobulillar

Inflamacioén portal 0 16 16 33
Inflamacioén periportal 16 0 0 0
Infiltrado por neutroéfilos 16 50 50 17
Granuloma no caseificante 0 83 50 50
Necrosis hepatocelular 16 0 17 33

p

0.001
0.002
0.001
0.001
0.001

0.001
0.86
0.002
0.001
0.057

Tabla 4. Tabla de porcentajes de hallazgos morfol6gicos en ratones que recibieron extracto de

hoja de Hamamelis virginiana.

Hamamelis virginiana
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Control 30mg 300mg 3000mg

B Crecimiento nuclear M Binucleacion
Degeneracion balonizante B Inflamacion lobulillar
inflamacién centrolobulillar B Inflamacipon portal

B Neutrofilos M Eosinofilos

B Granulomas no caseificantes B Necrosis hepatocelular <5%

M Dilatacion sinusoidal

Grafica 4. Hallazgos morfolégicos con la administracion del extracto de hoja de Hamamelis

virginiana.



Planta 5. Agathosma betulina (Bechu). también generé cambios morfoldgicos
relacionados con toxicidad hepatica. El 100% de los ratones (n=6), expuestos a
30mg del extracto de hoja de dicha planta, presentaron degeneracion
balonizante, inflamacion interlobulillar, inflamacion centrolobuillar, neutrdfilos,
granulomas no caseificantes y dilatacion sinusoidal; el 83% presento
binucleacion y el 50% mostraron crecimiento nuclear, inflamacion portal y
necrosis hepatocelular <5%. Los ratones expuestos a 300mg del extracto herbal,
el 100% resultaron con inflamacion interlobulillar, inflamacion centrolobulillar,
neutrofilos, granulomas caseificantes y dilatacion sinusoidal; el 83% mostraron
inflamacion portal, el 66% binucleacion y el 50% degeneracion balonizante. A
dosis de 3000mg, 6/6 ratones (100%) presentaron granulomas no caseificantes
y dilatacién sinusoidal; 83% de los 6 ratones mostraron binucleacion,
degeneracion balonizante e inflamacion portal; el 66% resultaron con inflamacion
interlobulillar, inflamacion centrolobulillar y neutréfilos; mientras que solo el 16%
presentd necrosis hepatocelular <5%. Todos los ratones que recibieron el
extracto de esta planta presentaron granulomas y dilatacion sinusoidal; esto nos
indica que la ingesta de esta planta generd hepatotoxicidad con un patrén de
dafio granulomatoso combinado con dafio vascular, sin embargo, el dafio de tipo
necroinflamatorio solo se presentd a la menor dosis (30mg) en el 50% de los 6
ratones que recibieron esta dosis. Con esto se concluye que: El extracto de la
hoja de Agathosma betulina, a cualquier dosis, genera un dafo hepatico con
patrén morfolégico de tipo granulomatoso y vascular con dilatacion sinusoidal y
solo a dosis menores se combind con patrén necroinflamatorio de tipo hepatitis

aguda.



Hallazgos

Placebo 30mg/kg

Agathosma betulina (%)
Nucleo grande 16
Binucleacién 16
Degeneraciéon balonoide 16
Inflamacion interlobulillar 0
Inflamacion 16
centrolobulillar

Inflamacioén portal 0
Inflamacioén periportal 16
Infiltrado por neutréfilos 16
Granuloma no caseificante 0
Necrosis hepatocelular 16

(%)

50
83
100
100
100

50
0
100
100
50

300mg/kg 3000mg/kg

(%)

33
67
50
100
100

83
0
100
100
0

(%)

33
84
86
67
67

83
0
67
100
17

p

0.001
0.002
0.001
0.001
0.001

0.001
0.86
0.002
0.001
0.057

Tabla 5. Tabla de porcentajes de hallazgos morfolégicos en ratones que recibieron extracto de
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Gréfica 5. Hallazgos morfoldgicos con la administracion del extracto de hoja de Agathosma

hoja de Agathosma betulina.

Agathosma betulina

Control 30mg

B Crecimiento nuclear

Degeneracion balonizante

B inflamacién centrolobulillar

W Neutrdfilos

B Granulomas no caseificantes B Necrosis hepatocelular <5%

B Dilatacién sinusoidal

Planta 6. Gymnema sylvestre

M Binucleacion

M Eosinofilos

betulina.

300mg

H Inflamacidn lobulillar

Inflamacipon portal

3000mg

Los 6 ratones ,expuestos a 30mg del extracto, presentaron granulomas no

caseificantes y dilatacion sinusoidal en el 100% de los casos; el 50% de los casos



presentaron binucleacion, inflamacion lobulillar, inflamacion centrolobuillar y
neutrofilos; el 33% presentd inflamacion portal y necrosis hepatocelular en
menos del 5% de la biopsia; y solo el 16% presentd crecimiento nuclear.

Los ratones que recibieron 300mg presentaron granulomas no caseificantes en
el 100% de los casos; mientras que el 83% presentd inflamacion lobulillar,
inflamacion centrolobuillar y neutrdfilos; el 66% mostré crecimiento nuclear; el
50% mostré inflamacion portal y necrosis hepatocelular en menos del 5% de la
biopsia analizada y solo el 33% mostro binucleacion.

Los ratones expuestos a 3000mg presentaron granulomas no caseificantes en
el 100% de los casos; el 83% mostréd binucleacién, inflamacion lobulillar,
inflamacion centrolobulillar, inflamacion portal y neutrdfilos; el 50% presentd
crecimiento nuclear y el 33% inflamacioén portal y necrosis hepatocelular en
menos del 5% de la biopsia.

La administracion de extracto de la hoja de Gymnema sylvestre produjo un
patrén de dano hepatico de tipo granulomatoso en el 100% de los ratones
expuestos a esta plana a las 3 dosis diferentes (n=18). Esto significa que, sin
importar la dosis a la que se administrd, generé granulomas no caseificantes.
Sin embargo, el dafio de tipo vascular caracterizado por dilatacion y congestion
sinusoidal solo se presenté a menor dosis, afectando al 100%(n=6) de los
ratones expuestos a 30mg de dicho extracto. Los expuestos a dosis de 30mg
solo el 33% mostrd dilatacidon y congestion sinusoidal, mientras que los que
recibieron a dosis de 3000mg, ninguno presenté este cambio vascular. Los
cambios necro inflamatorios, menores al 5% de la biopsia, solo se presentaron
en 33% de los ratones expuestos a dosis de 30mg y 3000mg, pero a dosis

intermedias el 50% presenté dano de tipo necro inflamatorio hepatocelular



acompanado de inflamacion interlobulillar, centrolobuillar, portal, neutréfilos,

crecimiento nuclear y binucleacion; a pesar de no presentar degeneracion

balonizante, la usencia de este criterio no excluye la conclusion de dafo necro

inflamatorio de tipo hepatitis aguda. Sin embargo, en el caso de los ratones que

recibieron la dosis mayor (3000mg) solo el 33% presento necrosis hepatocelular

en menos del 5% de la biopsia y ninguno presenté degeneracion balonizante; la

presencia de inflamacion lobulillar, centrolobuillar y portal con neutrofilos orienta

a un patron del tipo necro inflamatorio-hepatitis aguda.

Hallazgos Placebo
(%)
Nucleo grande 16
Binucleacion 16
Degeneracion balonoide 16
Inflamacion interlobulillar 0
Inflamacion 16
centrolobulillar
Inflamacion portal 0
Inflamacioén periportal 16
Infiltrado por neutréfilos 16
Granuloma no caseificante 0
Necrosis hepatocelular 16

30mg/kg
(%)
17

50
0
50

50

33
0
50
100
33

300mg/kg 3000mg/kg

(%)
67

33
0
83

83

50
0
83

100

50

(%)
50

83
0
83

83

33
0
83

100

33

p

0.001
0.002
0.001
0.001

0.001

0.001
0.86
0.002
0.001
0.057

Tabla 6. Tabla de porcentajes de hallazgos morfolégicos en ratones que recibieron extracto de

hoja de Gymnema sylvestre.



Gymnema sylvestre
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Gréfica 6. Hallazgos morfolégicos con la administracion del extracto de hoja de Gymnema

sylvestre.

Planta 7. Morus alba (Mora de arbol)

El extracto de la hoja de la mora de arbol generdé cambios en menos porcentaje.
Los ratones expuestos a 30mg del extracto presentaron granulomas solo en el
83% de los casos; el 66% mostré binucleacién; el 33% inflamacion interlobulillar,
inflamacion centrolobulillar, inflamacion portal y neutréfilos; el 16% crecimiento
nuclear, necrosis hepatocelular en menos del 5% del tejido y dilatacion
sinusoidal.

Los ratones expuestos a 300mg del extracto presentaron granulomas no
caseificantes en el 100% de los casos; el 83% mostraron binucleacion,
inflamacion centrolobuillar, inflamacion portal y neutrdfilos; el 66% con
inflamacion interlobulillar; 50% con dilatacién sinusoidal y el 16% mostrd necrosis
hepatocelular en menos del 5% del tejido, asi como esteatosis macrovesicular.
Los ratones que recibieron 3000mg del extracto mostraron granulomas no

caseificantes en el 100% de los casos; el 83% resultd con inflamacion



interlobulillar, inflamacién centrolobulillar, neutréfilos y dilatacion sinusoidal; el
33% mostro crecimiento nuclear e inflamacion portal y solo el 16% presento
binucleacion.

El unico patron de lesion representativo es el granulomatoso puro ya que no se
reunen suficiente porcentaje de criterios para algun otro patron de lesion

hepatotoxicos y es dosis dependiente.

Hallazgos Placebo 30mg/kg  300mg/kg 3000mg/kg p
(%) (%) (%) (%)

Nucleo grande 16 17 33 33 0.001
Binucleacién 16 67 83 17 0.002
Degeneracion balonoide 16 0 0 0 0.001
Inflamacioén interlobulillar 0 33 67 83 0.001
Inflamacién 16 33 83 83 0.001
centrolobulillar

Inflamacioén portal 0 33 83 33 0.001
Inflamacioén periportal 16 0 0 0 0.86
Infiltrado por neutroéfilos 16 33 83 83 0.002
Granuloma no caseificante 0 83 100 100 0.001
Necrosis hepatocelular 16 17 17 0 0.057

Tabla 7. Tabla de porcentajes de hallazgos morfolégicos en ratones que recibieron extracto de

hoja de Morus alba.

Morus alba
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B Granulomas no caseificantes B Necrosis hepatocelular <5%

B Dilatacidn sinusoidal

Grafica 7. Hallazgos morfolégicos con la administracion del extracto de hoja de Morus alba



CONCLUSION:

La planta que ocasion6 mas cambios morfologicos compatibles con dafo
hepatotoxico es Crataegus oxyacantha caracterizado por un patrén de dafio
hepatotoxico mixto de tipo necro inflamatorio hepatitis aguda combinado con
granulomatoso. Estos cambios se observaron a cualquier dosis por lo que se
concluye que no son dosis dependientes.

El extracto de la hoja de Agathosma betulina, a cualquier dosis, generé cambios
morfolégicos compatibles con un dafio hepatico téxico con patrén morfoldgico de
tipo granulomatoso y vascular con dilatacion sinusoidal; solo a dosis menores se
combind con patrén necroinflamatorio de tipo hepatitis aguda.

Arctostophylos pungens generé cambios morfolégicos compatibles con dafio
hepatotoxico con patron mixto de tipo granulomatoso y vascular a dosis bajas; a
dosis altas se encontrd patron necroinflamatorio en el 50% de los casos.
Gymnema sylvestre generé dano con patrén granulomatosos independiente de
la dosis, presentandose a cualquier dosis. Sin embargo, el daio de tipo vascular
caracterizado por dilatacién y congestion sinusoidal solo se presenté a menor
dosis. Los cambios de tipo necro inflamatorios, se presentaron a dosis
intermedias en el 50% de los casos.

Laurus nobilis generé pocos cambios mostrando solo un patron de dano
granulomatoso puro dependiente a dosis altas.

Morus alba también ocasioné pocos cambios morfologicos, siendo el mas
evidente el patron granulomatoso puro dosis dependiente.

Hamamelis virginiana es la planta que ocasioné menos cambios morfoldgicos sin

concluir ningun patron morfolégico de hepatotoxicidad.



DISCUSION:

Diversos estudios publicados han demostrado el efecto benéfico de Crataegus
oxyacantha. Jalaly, et.al demostraron que la administracién del extracto de dicha
planta y el ejercicio aerdbico durante 12 semanas disminuye el riesgo de
ateroesclerosis y afecciones cardiacas (40). Hayrullah Alp, et.al. demostraron
que el extracto alcohdlico de Crataegus oxyacantha produce efectos anti
arritmicos inducidos por digoxina en un modelo experimental con ratas. Sin
embargo, también encontraron un efecto hipotensor relacionado (41). Wang,
et.al. indica que el consumo oral de Crataegus oxyacantha es bien tolerado, con
escasos casos de eventos adversos severos reportados como vértigo/mareo,
malestar gastrointestinal, cefalea, taquicardia. Recomiendan su uso por al
menos de 4 a 8 semanas a dosis de 160mg a 1800mg al dia para comenzar a
notar el efecto cardioprotector deseado. Sin casos de interaccidon
medicamentosa reportados (42). Tabach,et.al en su estudio experimental con 3
especies diferentes de animales mostraron que la administracion de un
preparado con extractos de Crataegus oxyacantha, Passiflora incarnata y
Valeriana oficinales, administradas de manera aguda o crénica, presentaron baja
toxicidad (43).

Nuestro estudio reveld resultados discordantes a la literatura antes mencionada;
la administracion del extracto de la planta Crataegus oxyacantha generé cambios
morfolégicos compatibles con hepatotoxicidad con un patrén mixto caracterizado
por granulomas, hepatitis aguda y dilatacion sinusoidal. Por esta razén es
necesario ampliar la investigacion respecto a los efectos adversos que pueda
generar esta planta. Conclusion que compartimos con diversos autores de

publicaciones antes mencionadas.



No existen reportes de hepatotoxicidad relacionados a Agathosma betulina.
Villa-Ruano, et.al. en un estudio mexicano realizado en Oaxaca, concluyeron que
Arctostaphylos pungens, Gnaphalium roseum, Crotalaria pumila, Cuphea
aequipetala, Rhus chondroloma, y Satureja laevigata poseen actividad
antioxidante (44). Sin embargo, no mencionan efectos tdxicos producidos por
dichas plantas. Nuestro estudio mostr6 cambios morfolégicos hepaticos
relacionados con toxicidad.

La Gymnema sylvestre es una planta ampliamente estudiada debido a su efecto
antidiabético, sin embargo sélo se ha reportado un caso de dafo hepatico en
una mujer de 60 afos, quien probablemente sufrid una reaccion idiosincratica
que desencadeno una respuesta autoinmune (12).

Las hojas de Laurus nobilis son ampliamente utilizadas como especias de
cocina; el aceite esencial se obtiene por destilacion de las hojas y empleado
como aditivo en comida, medicamentos y cosméticos. También se han reportado
propiedades antibacteriales, antioxidantes y antiinflamatorias.

En la literatura se han encontrado varios reportes de dermatitis de contacto
producido por el uso topico de preparados de Brassica nigra, Rosmarinus
officinalis y Laurus nobilis (45). Sin embargo, no existen reportes de toxicidad
hepatica por su consumo oral.

Tampoco se encontraron reportes de hepatotoxicidad producida por consumo

oral de Morus Alba o por Hamamelis virginiana.
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