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Resumen

Se realizé un estudio para evaluar in vivo el potencial irritante dérmico y oftalmico del producto Curcuvet (solu-
cion antiséptica y cicatrizante para uso veterinario, obtenida a partir del extracto hidroalcohdlico de C. longa).
Los ensayos de toxicidad aguda dérmica, irritabilidad dérmica primaria e irritabilidad oftalmica se llevaron a
cabo en ratas Sprague Dawley, conejos F1y conejos albinos Nueva Zelanda, respectivamente, seguin establece
la Organizacion para la Cooperaciéon Econdmica y el Desarrollo (OECD, n.° 402, 404 y 405). Los animales ex-
puestos a Curcuvet, durante los ensayos de toxicidad dérmica, no mostraron signos clinicos que evidenciaran
procesos toxicos. En cambio, la conjuntiva ocular, iris y cérnea fueron severamente dafiadas desde la primera
hora posaplicacion, hasta alcanzarse un indice de irritabilidad de 110. Se concluye que la formulacién Curcuvet

administrado en dosis Unica clasifica como no irritante dérmico e irritante severo oftalmico.

Palabras clave: Curcuma longa, toxicidad dérmica, irritacion oftalmica.

Abstract

A study was carried out to evaluate in vivo the dermal and ophthalmic irritant potential of the Curcuvet product
(antiseptic and healing solution for veterinary use obtained from the hydroalcoholic extract of C. longa). The
acute dermal toxicity, primary dermal irritability and ophthalmic irritability tests were carried out in Sprague
Dawley rats, F1 rabbits and New Zealand albino rabbits, respectively, as established by the Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD No. 402, 404 and 405). The animals exposed to Curcuvet du-
ring the dermal toxicity tests did not show clinical signs that evidenced toxic processes. In contrast, the ocular
conjunctiva, iris and cornea were severely damaged from the first hour after application, reaching an irritability
index of 110. It is concluded that the Curcuvet formulation administered in a single dose, classifies as non-der-

mal irritant and as severe ophthalmic irritant.

Keywords: Curcuma longa, dermal toxicity, ophthalmic irritation

Resumo

Foi realizado um estudo para avaliar in vivo o potencial irritante dérmico e oftalmico do produto Curcuvet
(solugdo anti-séptica e curativa para uso veterinario obtida do extrato hidroalcodlico de C. longa). Foram rea-
lizados testes de toxicidade dérmica aguda, irritacdo dérmica primaria e irritagdo oftalmica em ratos Sprague
Dawley, coelhos F1 e coelhos albinos da Nova Zelandia, respectivamente, como requerido pela Organizacao
para Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD No. 402, 404 e 405). Os animais expostos ao Curcuvet
durante os testes de toxicidade dérmica ndo mostraram sinais clinicos indicativos de processos toxicos. Em
vez disso, a conjuntiva ocular, a iris e a cornea foram severamente danificadas desde a primeira hora apés a
aplicagao, atingindo um indice de irritagao de 110. Conclui-se que a formulagao Curcuvet administrada como

dose Unica, classifica como um irritante dérmico ndo irritante e um irritante oftalmoldgico grave.

Palavras-chave: Curcuma longa, toxicidade dérmica, irritagao ocular
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Introduccion

Desde los albores mismos de la civilizacion, las plantas han proporcionado medicinas
alahumanidad. A lo largo de la historia, diversas culturas han aumentado los saberes
y los han transmitido a las generaciones posteriores [1]. Sin embargo, en la actualidad
la literatura etnoveterinaria no esta a la altura de las oportunidades que ofrecen los
compuestos naturales. Los conocimientos tradicionales constituyen hoy un recurso
util sin explotar a plenitud, siendo su implementacion en la industria farmacéutica
veterinaria una de sus grandes debilidades [2].

A nivel mundial existen numerosas plantas medicinales con amplio potencial
de uso, Curcuma longa Linn es una de ellas [3], [4]. Fundamentan esta afirmacion los
numerosos estudios que reportan no solo experiencias veterinarias exitosas cuando
es administrada via oral y topica [5], [6], [7], sino, ademas, beneficios sanitarios en
camélidos [8], vacas, bufalos, ovejas, ovinos, cerdos, aves, incluyendo patos [9], [10] y
peces [11], aungue en muchos reportes no se declare la dosis administrada.

El atractivo de esta planta como ingrediente farmacéutico activo tiene su ori-
gen en sudemostrada actividad antioxidante, hepatoprotector, antiparasitaria externa,
antiviral, antineoplasica, antinflamatoria, inmmunomoduladora [12], [13], [14], [15], [16] y
antimicrobiana [17], [18], [19], incluso frente a cepas patdgenas portadoras de genes
de resistencia a antibidticos [20]. Este Ultimo comportamiento se debe a su habilidad
para dafiar el ADN y la membrana microbiana, lo cual provoca la pérdida de los cons-
tituyentes citoplasmaticos, inactivacion de importantes enzimas y desnaturalizacion
de proteinas [14].

Numerosos son también los compuestos quimicos presentes en esta planta,
los cuales respaldan la amplia gama de actividades bioldgicas confirmadas y espe-
cies tratadas [18]. Sobresalen los compuestos a base de turmerona (a-turmerona,
R-turmerona) [12], [21], junto a la curcumina y sus derivados (ar-turmerona, metil
curcumina, curcuminato sédico, demetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina, entre
otros) [14], [15]. Estos Ultimos en particular, se caracterizan por la presencia de mul-
tiples grupos fendlicos, metoxilos, carbonilos e hidroxilos en su estructura, lo cual
explica sus amplias capacidades de enlace con importantes moléculas biolégicas
[13], [14], [16]. Sobre esa base, se derivan sus habilidades para inducir citotoxicidad
(apoptosis), estimular la sintesis de enzimas antioxidantes (glutation S-transferasa,
UDP-glucuronosiltransferasa y hemoxigenasa- 1) e inhibir procesos de fosforilacion
y metilacion tanto en proteinas como en ADN [22].

El amplio conocimiento sobre los constituyentes fitoquimicos de C. longa,
su larga experiencia de uso etonoveterinario y la disponibilidad del material vegetal
durante todo el afio, fueron factores que incentivaron la industrializacion del cultivo
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para el desarrollo de una formulacion tépica con indicacion antiséptica y cicatrizante.
Sin embargo, estas razones no son suficientes para otorgarle el registro sanitario y
autorizar su comercializacion. Se requiere, entre otros aspectos, realizar estudios en
diferentes especies para predecir con precision la seguridad del producto. Por esta
razon, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar in vivo las potencialidades toxi-
cas dérmica y oftadlmica del producto Curcuvet (extracto hidroalcohdlico de C. longa)
en dos modelos experimentales.

Materiales y métodos

Producto

La solucion antiséptica y cicatrizante dérmica, denominada Curcuvet, estuvo formu-
lada a partir del extracto hidroalcohdlico de C. longa (Lote: 2008001E), fabricada por la
Empresa Quimica de Farmacéuticos y Plasticos, perteneciente al Grupo Empresarial
Labiofam, La Habana, Cuba. El producto incluido en el estudio cumplié con las espe-
cificaciones de calidad establecidas (tabla 1) y fue envasado en frascos de polietileno
de alta densidad, pigmentado Master Bach con tapa de presién y sello de inviola-
bilidad, conteniendo 220 mL. Todos los frascos se mantuvieron a temperatura de
3045 °C, humedad residual de 70410 % y protegidos de los rayos del sol hasta el
momento de su utilizacion.

Tabla 1. Especificaciones calidad del producto Curuvet sometido a estudios toxi-

cologicos
Parametros Especificaciones
Caracteristicas organolépticas Solucion de color ambar
Grado alcohdlico 72-80%
Concentracion de fenoles 0,5-4.8mg/mL
Sélidos totales 0,5-3%

Fuente: elaboracion propia.

Modelos experimentales

La ejecucion de los tres ensayos siguio las pautas nacionales establecidas por la
ley de bienestar animal (GOC-2021-332-EX25) y los protocolos de estudios fueron
aprobados por el comité de ética institucional. Se utilizd un total nueve animales,
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suministrados por el Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, Cuba), cuya distribucion por estudio se muestra en la figura 1.

Curcuvet
Extracto hidroalcohdlico de C. longa

Toxicidad aguda dérmica Irritabilidad dérmica primaria

48 horas o

\:\ W \:R
GGG

Duracién: 14 dias Duracioén: 5 dias
n: 3 hembras n: 3 hembras
Dosis Unica: 4 mL Dosis Unica: 0,5 mL

Irrit&iilida@télm&i
NN S

Duracién: 3 dias
n: 3 machos
Dosis Unica: 0,1 mL

Figura 1. Aspectos generales de los estudios de toxicidad realizados
Fuente: elaboracién propia.

Los roedores estuvieron representados por ratas hembras de la linea Sprague
Dawley (Cenp:SD), jovenes, sanas, nuliparas y no prefiadas, con un peso promedio
de 20345 g. Mientras que la especie no roedora estuvo conformada por tres conejos
hembras de la linea F1, y tres machos albinos Nueva Zelanda, todos con un rango de
peso corporal al inicio del experimento entre 1,8 y 2,0 kg.

Condiciones ambientales y de alojamiento

Todos los animales, a su llegada, fueron alojados en condiciones ambientales reque-
ridas de temperatura y humedad para su especie, con un ciclo de luz-oscuridad de
12 horas, que se mantuvo durante todo el periodo experimental. Fueron alojados de
forma individual, en jaulas de suficiente tamafio para permitir libertad de movimiento,
y se les proporciond libre acceso al agua y al alimento estandar para la especie. A
cada jaula se le coloco una tarjeta con tinta permanente que contenia las siguientes
informaciones: fecha de arribo, origen, sexo, especie, tipo de estudio a realizar con
sus respectivas fechas de comienzo y terminacion, vias y fecha de administracion.
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Los animales con independencia de la especie y sexo, se mantuvieron en acli-
matacion siete dias. Durante ese tiempo fueron registrados en dias alternos los datos
sobre peso corporal, consumo de agua y de alimentos, aparicion de alteraciones con-
ductuales, signos gastrointestinales anormales u otro indicio de enfermedad.

Toxicidad aguda dérmica

Los animales involucrados en este ensayo (figura 1), segun lo establece la normativa
n.°. 402 de la OECD [23], fueron depilados en ambos lados de la columna vertebral
(10 % de la superficial corporal), 24 horas antes de iniciarse el ensayo. El produc-
to Curcuvet fue vertido en una almohadilla de gasa (4 mL), y aplicado sobre la piel
intacta durante 24 horas en una sola rata. El sitio de aplicacion se cubrié con una
gasa atada de forma segura a la piel, y ademas toda la regién fue cubierta con es-
paradrapo hipoalergénico para evitar que el animal se lamiera la zona de aplicacion.
Transcurrido este tiempo, se retird el parche, y el agente residual fue eliminado por
lavado con cloruro de sodio al 0,9 % con la ayuda de una almohadilla de gasa estéril.
Al no observarse mortalidad, ni signos de toxicidad durante 48 h, se procedi¢ a aplicar
el mismo procedimiento en los dos animales restantes.

Después de la administracion se realizaron observaciones frecuentes durante
el primer dia, con especial énfasis a los treinta minutos y en el intervalo de dos a seis
horas posaplicacién;y una vez al dia durante los restantes trece dias. Se determinaron,
ademas, los pesos individuales de los animales el dia de la administracion (dia cero),
siete y catorce dias de posadministracion. Al finalizar el periodo de observacion (dia
experimental catorce), los animales fueron sacrificados, en atmdsfera de étery fueron
revisados los siguientes érganos: piel, corazén, pulmones, rifiones, higado, estémago
y bazo. Las observaciones macroscoépicas de los érganos seleccionados y la evalua-
cién de los sitios de aplicacion del producto fueron realizadas segun Draize [24].

Irritabilidad dérmica primaria

Los conejos destinados a este estudio (figura 1), segun lo establece la normativa
n.° 404 de la OECD [25], fueron depilados en el drea dorsal, en ambos lados de la
columna vertebral, 24 horas antes de iniciarse el experimento. Se tomaron todas las
precauciones necesarias para no dafar la piel y solo se utilizaron aquellos animales
gue conservaban la piel intacta. Transcurrido el tiempo sefialado, se procedid a la
administracion de 0,5 mL de Curcuvet por sitio seleccionado. Luego el area de aplica-
cion fue cubierta con un parche de gasa, sostenido en su lugar con un esparadrapo
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no irritante durante cuatro horas. Culminado este periodo, se removieron los parches
y se evalud las respuestas de la piel (eritemay edema) a las 1, 24, 48 y 72 horas pos-
teriores mediante la escala de valores (tabla 2) descrita por Draize [24]. Los valores
obtenidos por cada sitio de aplicacion e intervalo de tiempo fueron utilizados como
datos primarios para calcular el indice de irritacion primario (IIP). Para obtener el IIP
del Curcuvet se sumaron todas las puntuaciones de irritacion de los animales indivi-
duales por cada periodo de observacion (1, 24, 48 y 72 horas) y se dividieron por tres
(numero de animales), luego, se siguid el criterio de clasificacion descrito por Garcia
[26], el cual se resume en la tabla 3.

Tabla 2. Escala utilizada para evaluar las lesiones dérmicas primarias en el mode-
lo experimental expuesto a Curcuvet

Tipo de lesién Escala

Eritema

Sin lesion aparente

Muy ligero (poco perceptible)

Bien definido

Moderado a severo

Nl N = O

Severo con formacion de Ulceras + costras

Edema

Sin lesion aparente

Poco perceptible

Ligero (bordes o rea bien definidas)

Moderado (elevacién <1 mm)

Nl N = O

Severo (area extensa y elevacion >1 mm)

Fuente: normativa n.° 404 de la OECD [25].

Tabla 3. Clasificacién de las sustancias segun el indice de irritacion dérmica pri-

maria
Puntuacién media Categoria
0-0.4 No irritante
0.5-1.9 Irritante ligero
2.0-4.9 Irritante moderado
5.0-8.0 Irritante severo

Fuente: Garcia et al. [26].
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Irritabilidad oftalmica

Los conejos destinados al estudio (figura 1), segun lo establece la normativa n.* 405
de la OECD [27], fueron sometidos a un riguroso estudio de sus estructuras oculares
(cornea, iris y conjuntiva) 24 horas antes del inicio del ensayo. Luego, se les aplico 0,1
mL de Curcuvet en el fondo del saco conjuntival del ojo derecho, después de haber
sido proyectado ligeramente el parpado inferior hacia afuera. Culminada la aplica-
cion, los parpados fueron mantenidos juntos durante quince segundos para evitar la
pérdida de la sustancia. El ojo contralateral (izquierdo) fue tomado como control y no
recibi¢ tratamiento alguno.

Las evaluaciones de la conjuntiva, iris y cornea fueron realizadas ala 1,24, 48y
72 horas posteriores a la administracion. Las observaciones se realizaron en un inicio
con luz blanca para detectar eritema, edema, secreciones anormales y reaccion a la
luz. Luego se realizd un examen de la cérnea, aplicando fluoresceina al 2 % para luego
observar la estructura con luz violeta. Las intensidad, extensién y persistencia de las
lesiones oculares detectadas (tabla 4) fueron evaluadas y clasificadas siguiendo el
sistema de evaluacién para la irritabilidad oftalmica, segun la escala de Draize [24];
luego, el indice de irritacion ocular (110) se determind segun el criterio de clasificacion
descrito por Garcia [26], el cual se resume en la tabla 5.

Tabla 4. Escala utilizada para evaluar las lesiones oftalmicas en el modelo experi-
mental expuesto a Curcuvet

Tipo de lesion Escala
Cérnea
Opacidad con areas dispersas e iris visible 1
Opacidad con areas translicidas 2
Opacidad con areas opalescentes 3
Opacidad con areas opacas e iris invisible 4
Iris
Reaccién a la luz 1
No reaccion a la luz 2
Conjuntiva
Enrojecimiento normal 1
Enrojecimiento rojo carmesi 2
Enrojecimiento rojo difuso 3
Sin inflamacion 1
Eversion parcial de parpados 2
Parpados cerrados hasta la mitad 3
(continua)
Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 18,n°. 1 / enero-junio 2022 / Bucaramanga, Colombia
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(viene)

Tipo de lesion Escala

Parpados cerrados de la mitad a total 4

Secreciones en pequefia cantidad

Secreciones con humidificacion de parpados

w [N |-

Humidificacion de parpados y areas alrededor

Fuente: normativa n.° 405 de la OECD [27].

Tabla 5. Clasificacion de las sustancias segun el indice de irritacion oftalmica

Puntuacién media Categoria
0<ll0<10 No irritante
10<110<20 Irritante ligero
20<110<30 Irritante moderado
30<110<110 Irritante severo

Fuente: Garcia y et al., [26].

Analisis estadistico

Para la variable ganancia de peso corporal se estimaron parametros descriptivos
como media y desviacidon estandar. La diferencia estadistica entre los tiempos de
observacion (cero, siete y catorce dias) fue analizada mediante la prueba t Student
previo a una homogeneidad de varianza segun Prueba F. El nivel de significacion es-
tablecido fue de a=0,05.

Resultados y discusidon

La piel y mucosas intactas constituyen la primera barrera protectora que poseen los
vertebrados para evitar la entrada de muchos xenobidticos y los posteriores eventos
de toxicidad sistémica. Sin embargo, ambas estructuras anatdomicas pueden perder
parcial o totalmente sus funciones fisioldgicas, por exposiciones a agentes fisicos o
quimicos. Las consecuencias bioldgicas para el organismo afectado son diversas,
sobresaliendo la destruccion de tejidos y la sensibilidad incrementada a factores ex-
ternos. En este contexto, resulta importante evaluar con precision los efectos toxicos
que algunas formulaciones pueden provocarles a estas estructuras, con énfasis en
aquellas con fines medicinales [28], [29].

Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 18,n°. 1 / enero-junio 2022 / Bucaramanga, Colombia
Universidad Cooperativa de Colombia



10 Toxicidad dérmicay oftélmica del extracto hidroalcohdlico de Curcuma longa, Linn (Curcuvet) en
modelos in vivo

En nuestro caso, si bien los tres ensayos realizados alcanzaron un 100 % de su-
pervivencia en los animales expuestos, existieron diferencias en cuanto a los niveles
de toxicidad identificados. Por una parte, la respuesta individual de los roedores y no
roedores expuestos a Curcuvet por via dérmica fue, en términos generales, favorable.
Las observaciones clinicas realizadas en ambos ensayos no detectaron dafios loca-
les o sistémicos asociados al contacto directo del producto con la piel y la posterior
absorcion percutanea durante el intervalo de observacion.

El peso corporal en las tres ratas de la linea Sprague Dawley expuestas (figura
2) mostro valores homogéneos y con una tendencia al aumento continuo, y alcanzé
significacion estadistica en los dias de ensayo siete y catorce, con respecto al inicio
(dia cero). A lo anterior, se le afiade la ausencia de cambios en el comportamiento
individual de todos animales expuestos y de lesiones anatomopatoldgicos macrosco-
picos en las estructuras analizadas. Dichos resultados permitieron realizar el calculo
de indice de irritacidon dérmico primario, el cual alcanzé un valor de 0, razén por la cual
se clasifico el producto como no irritante dérmico.

240 *
C) *
©
S 220
g
o
(3]
o
3 200
o

180

0 7 14

Tiempo de experimentacion (dias)

Figura 2. Ganancia de peso corporal de las ratas Cenp:SD, expuestas a Curcuvet durante
el ensayo de toxicidad aguda dérmica

Nota. Valores expresados como Media + DS, *expresa diferencia estadisticamente significativa respecto al
tiempo de muestreo 0 (p<0,05).

Fuente: elaboracidn propia.

El bajo potencial de toxicidad dérmico observado en el extracto hidroalcohdlico
de curcuma no sorprende. Se corresponde en términos generales con evaluaciones
toxicoldgicas anteriores, empleando diferentes condiciones experimentales. Reportes
previos reconocen el efecto protector renal, hepatico y pancratico del extracto crudo
y metandlico [30], asi como, la incapacidad del extracto etandlico para generar dafios
fisiolégicos, patoldgicos, sanguineos y nutricionales en conejos expuestos por via oral
[5]. Se debe sefalar,ademas, que la ausencia deirritabilidad dérmica observada en este
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estudio no es exclusiva de C. longa, otros extractos hidroalcoholicos de Eucalyptus
citriodora Hook., Eucalyptus saligna Sm. [31], Momordica charantia L. [32] y Castilleja
pumila [33] poseen similar comportamiento.

Contrario a lo anterior, el ensayo de irritabilidad oftalmica identifico graves
dafos en la salud de los animales expuestos. Como se puede observar en la tabla
6, la aplicacion ocular del extracto hidroalcohdlico de curcuma provoco alteraciones
en conjuntiva, iris y cérnea desde la primera hora posaplicacion. Estas alteraciones
se mantuvieron durante todo el periodo del estudio (72 horas), desconociéndose su
reversibilidad como patologia posterior a ese tiempo. En términos particulares, las
lesiones estuvieron caracterizadas por opacidad del area corneal, iris sin reaccionar
ala luz, conjuntiva de color rojo difuso y, ademas, parpados cerrados y humedecidos.
Sobre esta base, el indice de irritacion ocular fue 110, el cual permite clasificar al
producto como irritante severo.

Tabla 6. indice de irritabilidad oftalmica provocado por Curcuvet

Tiempo de muestreo (horas)

Animal

1 24 48 72
Conejo 1 110 110 110 110
Conejo 2 110 110 110 110
Conejo 3 110 110 110 110

Fuente: elaboracion propia.

LLa comparacion de estos resultados con otros similares en materia de solvente
y modelo experimental sugiere que la gravedad y duracion de las lesiones observadas
pueden no estar vinculadas de forma directa con la combinacion agua-etanol utili-
zada en la formulacion. Este razonamiento esta fundamentado en investigaciones
realizadas en conejos expuestos a extractos hidroalcohdlicos de Momordica charan-
tia y Castilleja pumila, donde se reportan ligeras y reversibles alteraciones conjuntival
y corneal, con una duracion de hasta 24 horas posadministracion [32], [33]. El bajo
perfil de irritacion observado en los estudios referidos con anterioridad permite in-
ferir que, en nuestro caso, la concentracion de metabolitos secundarios arrastrados
durante la fase extractiva puede estar desempefiando un papel muy importante en la
toxicidad identificada.

El hecho de ser la combinacion agua-etanol una mezcla de solventes polares,
con una poderosa capacidad para extraer sustancias naturales de bajo peso mole-
cular, incluidos alcaloides, saponinas y flavonoides, fundamenta este supuesto [34].
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La alta movilidad de sustancias organicas desde el material vegetal no solo repercute
en el rendimiento y la velocidad de extraccion, sino, ademas, sobre la variedad de
compuestos quimicos presentes en el extracto con numerosas actividades bioldgi-
cas, incluidas las toxicoldgicas [35], [36], [37]. Desde esta perspectiva, es probable que
la formulacién Curcuvet, igual que otros extractos hidroalcohdlicos de C. longa [12],
contenga altas concentraciones y variedad de compuestos potencialmente irritantes
para la mucosa, lo cual explicaria la gravedad de las lesiones oftalmolégicas obser-
vadas en este estudio.

Conclusion

El producto Curcuvet elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico de C. longa, y
administrado bajo las condiciones experimentales descritas, resultd ser no irritante
dérmico e irritante oftalmico severo.
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