ARTICULO ORIGINAL

Toxicidad aguda oral y ensayos de irritacion de
extractos acuoso e hidroalcohdélico de Momordica
charantia L.

Acute oral toxicity and irritation tests in aqueous
hydroalcoholic extracts from Momordica charantia L.

Alicia Lagarto', Micaela Couret', Isbel Guerra'", Raisell L6pez'’

! Master en Toxicologia Experimental. Investigadora Auxiliar. Centro de
Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). Ciudad de La Habana, Cuba.
"' Técnico en Procesos Biolégicos. CIDEM. Ciudad de La Habana, Cuba.

" Técnico en Quimica Industrial. CIDEM. Ciudad de La Habana, Cuba.

V' Técnico en Veterinaria. CIDEM. Ciudad de La Habana, Cuba.

RESUMEN

Fundamentacioén: los extractos de Momordica charantia L. poseen potencial
terapéutico avalado cientificamente que posibilita el empleo de esta planta en
diversas enfermedades, sobre todo en la diabetes, por lo que caracterizar su
potencial toxico es de gran importancia para avalar el empleo de esta planta como
agente terapéutico.

Objetivos: realizar los estudios de toxicidad aguda oral e irritacidon ocular y
dérmica a extractos acuoso e hidroalcohdlico de M. charantia, con la finalidad de
caracterizar su potencial toxicolégico agudo.

Métodos: el ensayo de toxicidad aguda oral se llevé a cabo en ratas Wistar
hembras mediante el método de las clases téxicas agudas, con la dosis maxima de
2 000 mg/kg. Los ensayos de irritacion dérmica y ocular se llevaron a cabo en
conejos Nueva Zelanda siguiendo los métodos descritos en las normas OECD 404 y
405.

Resultados: la evaluacion del extracto hidroalcohdlico de M. charantia en el
ensayo de toxicidad aguda mostrdé signos toxicos por causa de la presencia de
etanol en el extracto y una ligera disminucion del peso corporal que no fue
significativa. La administracion del extracto acuoso no provocé signos téxicos ni
mortalidad. Ambos extractos se clasificaron en categoria 5 para ubicarse en el
rango de toxicidad de una DLsg> 2 000 mg/kg. En el ensayo de irritacion dérmica y
ocular se clasificaron los extractos como no irritantes.



Conclusiones: los extractos evaluados mostraron un bajo potencial téxico agudo
tanto por via oral como tépica.

Palabras clave: Momordica charantia, toxicidad aguda, irritacién dérmica,
irritacion ocular, plantas medicinales.

ABSTRACT

Rationale: Momordica charantia L. extracts have scientifically-endorsed
therapeutical potentialities that make the use of this plant possible in several
diseases, mainly for diabetes, so characterizing its toxic potential is of great
significance to support this plant as a therapeutical agent.

Objectives: to conduct acute oral toxicity and ocular and dermal irritation studies
on aqueous hydroalcoholic extracts from M. charantia, with the aim of
characterizing its acute toxicological potential.

Methods: Acute oral toxicity test was applied to female Wistar rats through acute
toxic class method, with maximum dose of 2000 mg/kg. Ocular/dermal irritation
tests were made in New Zealand rabbits, following the described methods in OECD
standards 404 and 405.

Results: the evaluation of M. charantia hydroalcoholic extract in the acute toxicity
test showed toxic signs due to ethanol in the extract and a minimum bodyweight
reduction that was not significant. The administration of water extract elicited
neither toxic signs nor mortality. Both extracts were classified into category 5
within the range of toxicity of DLsg> 2 000 mg/kg. The dermal/ocular irritation test
indicated that the studied extracts were not irritating.

Conclusions: The evaluated extracts showed low acute toxic potential for both oral
and topical administration.

Key words: Momordica charantia, acute toxicity, dermal irritation, ocular irritation,
medicinal plants.

INTRODUCCION

Momordica charantia L., conocida como cundeamor, es un bejuco anual trepador
perteneciente a la familia Cucurbitaceae. La planta es muy comun en las cercas de
patios, fincas y potreros de toda Cuba.’

En el ambito mundial se le reconocen a esta planta diversos usos etnomédicos
como son: antidiabética,?? abortifaciente, emenagoga,* antihelmintica,
antimicética, antirreumatica, afrodisiaca, antihipertensiva, colerética, antipirética,
antiflatulenta, en Ulceras malignas® y segin Lewis & Lewis® se utiliza para el
resfriado.

Varios autores han estudiado el efecto hipoglucémico de la pulpa del fruto, semillas
y planta entera, de los cuales se reporta actividad para disminuir los niveles de
glucosa.®”’



El extracto metandlico provoca disminucion de niveles de glucosa, triglicéridos y

lipoproteinas de baja densidad, asi como un incremento de lipoproteinas de alta

densidad,® por lo que puede ser efectivo para el tratamiento de la hiperlipedemia
ademas de hipoglicemiante.®*°

Por otro lado, el extracto etandlico demuestra actividad antibacteriana sobre
Candida albicans, Shigella, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Ademas, actividad antitumoral en Sarcoma 180 y Leucemia
L-12010, efecto antimitético, antiespermatogénico, antiviral contra el virus de
estomatitis vesicular, inhibicién de la glucosa-oxidasa, actividad antilipolitica,
inhibiciéon de los radicales libres, actividad antiinflamatoria, actividad antihelmintica
y androgénico.***

Los extractos de M. charantia poseen potencial terapéutico avalado cientificamente
que posibilitan el empleo de esta planta en diversas enfermedades, en especial la
diabetes, por lo que caracterizar su potencial téxico es de gran importancia para
avalar su empleo como agente terapéutico. El presente trabajo tiene como objetivo
la caracterizacion toxicolégica aguda de extractos de M. charantia que se pretende
emplear para la obtencién de productos terminados por via oral y tépica, mediante
los ensayos de toxicidad aguda oral, irritaciéon dérmica y ocular.

METODOS
Se emplearon los extractos siguientes:

1. Extracto acuoso de Momordica charantia L., lote 02/2007. Caracterizacion: olor
caracteristico, color verde olivo, pH= 6,90; densidad relativa 1,007, sélidos totales
4 % y cumple el conteo microbioldgico.

2. Extracto fluido de Momordica charantia L., lote 05001. Fecha de fabricacion:
11/05. Caracterizacion: olor caracteristico, color pardo; pH= 7,16; densidad
relativa 1,001 ; solidos totales 5,99 %; contenido alcohdlico 22,49 % y cumple el
conteo microbioldgico.

Ambos fueron elaborados en la Estacién Experimental de Plantas Medicinales «Dr.
Juan Tomas Roig» del Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM).

Animales

Para el ensayo de toxicidad aguda oral se emplearon ratas Wistar hembras, con
peso corporal entre 150 y 200 g, procedentes de la UCTB Control Bioloégico
(CIDEM). En los ensayos de irritacion dérmica y ocular se emplearon conejos
albinos Nueva Zelanda machos, con peso corporal entre 1,8 y 2,0 kg, procedentes
del Centro para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB).

Los animales se mantuvieron en una sala con temperatura controlada de 22 + 2 °C
y ciclo luz oscuridad de 12/12 h. La alimentacion consistio en dieta estandar para
ratas y ratones y para conejos, segun corresponde, proveniente del CENPALAB y
agua acidulada a voluntad. Todos los ensayos fueron realizados de acuerdo con las
buenas practicas de laboratorio.

Ensayo de toxicidad aguda oral



El ensayo fue conducido segun el método de las clases tdxicas agudas descrito en la
normativa N° 423 de la OECD (OECD Guideline For Testing of Chemical «Acute Oral
Toxicity Acute Toxic Class Method» N°© 423 Adoptada, 20 de diciembre, 2001). Se
confeccionaron 2 grupos de 3 animales cada uno, por cada extracto, a los cuales se
le administré por via oral la sustancia de prueba a la dosis de 2 000 mg/kg de peso
corporal, sobre la base de los solidos totales.

La administracion de los extractos se llevo a cabo, previa ayuna de 16 h, de
acuerdo con la preparacion siguiente: 1, la administracion del extracto acuoso se
realiz6 mediante 2 tomas del extracto sin dilucién a la dosis de 25 mL/kg separadas
por un intervalo de 4 h y 2, la administracion del extracto hidroalcohdlico se realizd
mediante 2 tomas del extracto sin dilucién a la dosis de 17 mL/kg separadas por un
intervalo de 4 h.

Los animales fueron observados constantemente durante 24 h y después una vez al
dia durante 14 d; se registro la aparicion y duracion de cualquier sintoma téxico, el
peso corporal se anoté al inicio del estudio y semanalmente. Al concluir el periodo
experimental se sacrificaron los animales por sobredosis de pentobarbital sédico, se
realizd la autopsia y un examen macroscopico de 6érganos y tejidos (corazén, rifion,
pulmén, higado, bazo, estdbmago). Los resultados del peso corporal fueron
procesados estadisticamente mediante un analisis de varianza de clasificacion
simple (ANOVA), con un nivel de significaciéon de p< 0,05.

Ensayo de irritacién dérmica

El ensayo fue conducido seguin el método descrito en la normativa N° 404 de la
OECD (OECD Acute dermal Irritation/corrosion. Guideline for testing chemical. N°
404 Adoptada 2002) El dia antes del ensayo los animales fueron depilados y
rasurados, se seleccionaron 6 conejos con la piel intacta (3 sitios por producto) a
los que se les aplicd 0,5 mL de la sustancia sobre la piel durante 4 h mediante un
parche de gasa. Las reacciones de edema y eritema fueron evaluadas en el sitio de
aplicacion a las 0,5; 1; 24; 48 y 72 h después de la remocién del parche. Las
reacciones sobre la piel para eritema y edema fueron graduadas con valores entre
0 y 4, estas evaluaciones se emplearon para calcular el indice de irritacién primario
(11P). Los extractos fueron clasificados de acuerdo con el IIP en no irritante O - 0,4;
irritante ligero 0,5 - 1,9; irritante moderado 2,0 - 4,9 e irritante severo 5,0 - 8,0
(1SO 10993 Biological Evaluation of Medical Devices. Part. 10. Test for irritation and
sensitisation. 2000: 8-13).

Ensayo de irritacion ocular

El ensayo fue conducido segun el método descrito en la normativa N° 405 de la
OECD (OECD Guideline for testing of chemical. Acute eye irritation/corrosion. N°
405. Adoptada 2002). Para el estudio se tomaron 3 conejos por producto que
fueron sometidos, en las 24 h previas al ensayo, a un examen riguroso de sus
estructuras oculares (cérnea, iris y conjuntiva) para descartar la presencia de algin
dafo.

El dia del ensayo fueron instilados 0,1 mL de la sustancia en el ojo derecho de 3
animales. El ojo izquierdo fue tomado como control. Ambos ojos fueron examinados
aproximadamente a las 1, 24, 48 y 72 h de la aplicacion inicial con el fin de
detectar dafios de las estructuras oculares antes mencionadas. Las observaciones
se realizaron con luz blanca para detectar presencia de eritema, edema y
secreciones anormales ademas de la reaccion del iris a la luz, seguido del examen
de la cérnea por la tincién con fluoresceina y la observacion con lampara UV. Las
reacciones oculares observadas fueron evaluadas de acuerdo con la escala para



evaluar lesiones oculares, se determind el indice de irritacion ocular (110). Los
extractos fueron clasificados de acuerdo con el 110 en no irritante 0<x<10, irritante
ligero 10<x<20, irritante moderado 20<x<30 e irritante severo 30<x<110."°

RESULTADOS

Ensayo de toxicidad aguda oral

No se observé muerte de los animales durante el estudio para ambas sustancias
ensayadas. La administraciéon oral del extracto acuoso no provocé la aparicion de
ningun sintoma toxico. La administracion del extracto hidroalcohélico provoco
disminucién de la actividad motora, incoordinacion motora, disminucién de los
reflejos y respiracion entrecortada, 1 h después aparecié ademas postracion. Estos
sintomas desaparecieron 4 h después de haber administrado el extracto.

El comportamiento del peso corporal se observa en la figura para cada grupo
experimental. La ganancia de peso en el grupo tratado con el extracto
hidroalcohdlico fue de 30 + 4,7 g y en el grupo tratado con el extracto acuoso fue
de 61,3 + 4,9 g, que resulté significativamente menor (p< 0,01) en los animales
tratados con el extracto hidroalcohdélico segun la prueba t de Student realizada. En
la autopsia efectuada no se observaron alteraciones macroscopicas de érganos y
tejidos para ninguno de los grupos experimentales.

Ensayo de irritacion dérmica

En las observaciones realizadas no se obtuvieron alteraciones de ningun tipo sobre
la piel de los animales tratados con los 2 extractos de M. charantia. El IIP fue de 0O,
ambos extractos clasificaron como no irritantes.

Ensayo de irritacion ocular
Extracto acuoso de M. charantia

En las observaciones realizadas después de la aplicacion de la sustancia de prueba
Nno se apreciaron alteraciones al nivel de iris y conjuntiva, pero si dafios en la
cornea. Las alteraciones al nivel de cdrnea aparecieron en un animal 1 h posterior a
la administraciéon y se observaron en 2 animales a las 24 h. A las 48 y 72 h un solo
animal mantuvo alteraciones de la cérnea de grado 1 que implicaban menos de ¥4
del area de la cornea involucrada. A los 7 d posteriores a la administracion del
producto ningun animal presenté alteraciones de la cérnea. El 110 fue de 6,25y el
extracto acuoso clasific6 como no irritante.

Extracto hidroalcohdlico de M. charantia

En las observaciones realizadas después de la aplicacion de la sustancia de prueba
se apreciaron alteraciones en cornea y conjuntiva 1 h después de la aplicaciéon en
todos los animales, que resulté de grado 1 para eritema y dafo corneal, las cuales
se mantuvieron hasta las 24 h. No se observaban alteraciones en conjuntiva a las
48 h, pero si en la cérnea de un animal, la cual se mantuvo hasta las 72 h. A los 7
d posteriores a la aplicacién del extracto habian desaparecido las lesiones en
cornea. El 110 fue de 7,25; el extracto hidroalcohdlico clasific6 como no irritante.



DISCUSION

Estudios anteriores reportan el extracto acuoso del fruto de M. charantia como una
sustancia segura que puede emplearse como hipoglucemiante, que no mostré
efectos nefrotéxicos ni hepatotdxicos.® Varios estudios clinicos han demostrado la
relativa baja toxicidad de la ingestién oral de extractos de todas las partes de la
planta.’® Sin embargo, se ha observado toxicidad e incluso muerte en animales de
laboratorio cuando se inyecta por via intravenosa.'’ Otros estudios han reportado
que el fruto y las hojas administrados de forma oral durante la prefiez resultan
seguros.'’ Por otra parte, las semillas inducen el aborto en roedores y las raices se
reportan como un estimulante uterino. En animales hembras el fruto y las hojas
disminuyen la fertilidad y en machos afectan negativamente la producciéon de

esperma.t®2°

En el presente trabajo se evaluaron en ensayos de primera barrera los posibles
efectos toxicos que podia provocar la administracion oral y dérmica de los extractos
acuoso e hidroalcohdlico obtenidos a partir de M. charantia. El ensayo de toxicidad
aguda por via oral en ratas mostré que el extracto acuoso posee un bajo potencial
toxico dado por la ausencia de mortalidad, signos toxicos y alteraciones
macroscoépicas en 6rganos y tejidos a la dosis de 2 000 mg/kg.

La administracion oral del extracto hidroalcohdlico de M. charantia provocé la
aparicion de sintomas toxicos propios de la presencia del etanol en el extracto, el
cual se encuentra en 22,49 %. Se conoce que el etanol administrado por via oral en
ratas provoca signos téxicos similares a los observados en el presente estudio. Por
otra parte, la ganancia de peso corporal fue inferior a la mostrada por el grupo
tratado con el extracto acuoso, incluso hubo una ligera disminucién del peso
corporal a los 7 d posteriores a la administracion, para luego incrementarse el peso
significativamente a los 14 d de iniciado el estudio. Este comportamiento del peso
corporal es indicativo de una ligera toxicidad mostrada por la administraciéon del
extracto hidroalcohdlico.

Como resultado ambos extractos obtenidos a partir de M. charantia se clasificaron
en categoria 5 segun el Sistema Global Armonizado (GSH) de la OECD, ubicandose
en el rango de toxicidad de DLspo> 2 000 mg/kg. Los ensayos de irritacion
clasificaron ambos extractos como no irritantes en ojo y piel de conejo; las
alteraciones observadas en las estructuras oculares fueron muy ligeras y
reversibles. Esos resultados permiten avalar el empleo de estos extractos para
obtener formas terminadas de aplicacién topica.

Como conclusién se puede afirmar que el extracto hidroalcohdlico obtenido a partir
de M. charantia provocoé signos téxicos y disminucién del peso corporal en la
primera semana del ensayo tras la administracion aguda de 2 000 mg/kg por via
oral. Ambos extractos, acuoso e hidroalcohdlico, se clasificaron en categoria 5
(DLso> 2 000 mg/kg) de la OECD segun el ensayo de toxicidad aguda oral y
resultaron no irritantes en ojo y piel de conejo.
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Fig. Comportamiento del peso corporal durante el estudio. Diferencia significativa

respecto al inicio de este.



