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RESUMEN

Serealiz6 laevaluacion mutagénicade un extracto acuoso liofilizado de hojas
de Aloe vera L., para la cual se emplearon tres ensayos a corto plazo:
induccién de mutaciones puntuales (supresores) en el locus methG1l de
Aspergillus nidulans, segregacion mitotica en un diploide heterocigético de
Aspergillus nidulans y el test de microntcleos en médula 6sea de ratén. Para
los ensayos in vitro se evaluaron concentraciones entre 0,05 y 5 mg de
extracto de aloe/mL en medio de cultivo (mutaciones puntuales) y de 0,04
a 1 mg/mL (segregacion mitotica); se empled el método de incorporacion en
placa. No se detectaron aumentos significativos paralafrecuenciade mutantes
supresores en el primer ensayo, ni de sectores segregantes homocigoéticos
en el segundo, que son indicadores de genotoxicidad para estas pruebas. En
el ensayo in vivo se emplearon ratones de la linea isogénica suizo, alos que
se hicieron dos administraciones del extracto por via intragastrica, en dosis
de 0,5, 1,0 y 2,0 g/kg/dia, con sacrificio 24 horas después de la ultima
aplicacion. En ningln caso se detecté efecto citotoxico sobre la proliferacion
celular en la médula 6sea, ni aumentos significativos en la frecuencia de
eritrocitos policromaticos micronucleados 2(mPCE), indicador de mutagenici-
dad para este ensayo.

Palabras clave: Aloe vera; Genotoxicidad; Aspergillus nidulans; Test de mi-
cronucleos; In vitro.

INTRODUCCION comprobados en modelos experimentales y en-

sayos clinicos.?

El Aloe vera L. (figura), conocido cominmente
en Cuba como sébila, es una planta empleada ex-
tensamente en la medicina tradicional. Se le
atribuyen numerosos efectos, tales como antiul-
ceroso, antiinflamatorio, hepatoprotector, cicatri-
zantey analgésico,1 muchos de los cuales han sido
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En cuanto a estudios toxicoldgicos, la informa-
cién disponible indica una buena tolerancia en en-
sayos de toxicidad aguda, con valores de LD50
de 3,6 g/kg por via subcutanea® y ausencia
de letalidad hasta 12 g/kg (Tillan J., comunica-
cion personal). No se han encontrado reportes
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experimentales sobre la toxicidad genética en esta
planta.

Con el fin de obtener informacion al respecto, se
evalu6 el comportamiento de un extracto acuoso de
sabila en tres ensayos de mutagenicidad. De estos,
dos fueron pruebas in vitro que emplean el hongo
ascomiceto Aspergillus nidulans: induccion de mu-
taciones génicas (supresores del locus methG1) y
segregacion mitética en un diploide heterocigético
para mutaciones recesivas del color de los conidios,
que detecta procesos de crossing-over mitético,
aneuplodia y clastogénesis. Un tercer ensayo, el
test de micronucleos en médula ésea de ratén,
permite evaluar la induccién de dafio cromosémico
in vivo.

La primera de estas pruebas, se basa en la
ocurrencia de supresién extragénica en una cepa
auxotrofica para metionina, Aspergillus nidulans
FGSC 219 (biAl; methG1). Las colonias mutantes,
supresores del marcador methG1, se identifican
porque han recuperado la capacidad de crecer en
ausencia de metionina y en su mayoria exhiben
rasgos morfol6gicos distintivos como pobre coni-
diacion y pigmentacion oscura o conidiacion densa
y bordes hialinos.

Figura. Aloe vera L (sabila).

Por otra parte, en cepas diploides de Aspergillus
nidulans convenientemente marcadas se hace posi-
ble con relativa facilidad poner de manifiesto la
ocurrencia de segregacion somatica, ocasionada
por crossing-over mitdtico y/o malasegregacion de
cromosomas (Como procesos primarios o a con-
secuencia de mutaciones previas con efectos semi-
dominantes sobre la viabilidad). Estas cepas son
heterocigéticas para los marcadores recesivos de
color de los conidios y al ocurrir alguno de los
fendbmenos antes mencionados, aparecen en las
colonias expuestas sectores, bandas o puntos de
conidiacion de color diferente al resto.”

El ensayo de induccion de micronucleos en la
médula 6sea de ratén es una prueba in vivo amplia-
mente validada y permite detectar agentes que
causan tanto ruptura cromosomica (y cromatidica)
como pérdida de cromosomas completos (al afectar,
por ejemplo, la funcién del huso mitético). En ambos
casos, la migracion y distribucion de parte del mate-
rial genético se ven alterados durante la anafase y
telofase, lo cual conduce a la formacion de nudcleos
secundarios o “micronudcleos”. Estos pueden identi-
ficarse facilmente en eritrocitos jévenes de la
médula 6sea.’

MATERIALESY METODOS

M aterial vegetal

Las hojas se recolectaron en la Estacién Experi-
mental “Dr. Juan Tomas Roig” durante los meses de
agosto y noviembre de 1991. Un ejemplar de la
planta se encuentra depositado en el herbario de la
estacion experimental, identificado con el registro
4591. Estas se lavaron con agua corriente y se
almacenaron de nueve a quince dias en frio (2 a
8 °C), protegidas de la luz. Transcurrido ese tiempo
se molieron, y la mezcla resultante (macerado) se
reflujo 30 min, enfrid y filtr6 al vacio. El filtrado,
(1,19 % de solidos totales) se liofilizé y posterior-
mente se almacend, protegido de la luz en una
desecadora con silicagel, hasta su uso.

Ensayo de supresoresdel locus methG1
en Aspergillus nidulans

Para la prueba de induccién de mutaciones géni-
cas (supresores del locus methG1l) se empled la
cepa haploide FGSC 219 (biAl; methG1). Se
preparé una suspension de conidios en solucién
salina con 0,01 % de Tween 80. En erlenmeyers,
con 250 mL de medio minimo (MM) agarizado,
mantenido a 50 °C, se inocularon 2,8 x 10" conidios
y se adicionaron distintos volimenes del extracto de



sébila, reconstituido con agua destilada, en un rango
de concentraciones de 0,05 a 5 mg/mL. El con-
tenido de cada erlenmeyer se distribuy6 en
14 placas, que se incubaron a 37 °C durante cinco
dias, transcurrido ese tiempo se contaron las colo-
nias crecidas (mutantes supresores).

Ensayo de segregacion somatica
en Aspergillus nidulans

Se empled la cepa diploide Aspergillus nidulans
D-307, obtenida a partir de los haploides FGSC
A593(a) y FGSC A594(b). Se siguié un protocolo
experimental de incorporacidn del extracto de sébila
al medio de cultivo (medio completo, MC) agarizado.
En placas asi dispuestas, se siembran en punto
conidios de la cepa y se incuban de 6 a 10 dias a
37°C. 8 En experimentos previos se determind que
la concentracién maxima que se debe ensayar era
de 1 mg/mL de MC. Para los valores superiores,
aungue no se observé toxicidad cuantitativa (como
reduccion del crecimiento lineal de la colonia), si se
presentaron alteraciones en la morfologia y coni-
diacion que afectaban la visualizacion de los sec-
tores segregantes. Podria pensarse en efectos
citotoxicos circunscritos a los eventos de diferen-
ciacion celular que conducen a la formacion de
esporas asexuales (conidios) en el ciclo vegetativo
del hongo. De hecho el crecimiento y desarrollo
micelial es un proceso complejo, susceptible de ser
interferido en sus mdltiples etapas. Al respecto, se
ha citado el caso de varios fungicidas como polioxin
D, cicloheximida, carboxin, triarimol y nistatin,
gue afectan el crecimiento y no causan dafio
genético, pues su blanco de accién no se relaciona
directa ni indirectamente con los mecanismos
hereditarios.®

Podria pensarse en efectos citotdxicos circuns-
critos a los procesos de diferenciacion celular que
conducen a la formacion de esporas asexuales
(conidios) en el ciclo vegetativo del hongo. De hecho
el crecimiento y desarrollo micelial es un proceso
complejo, susceptible de ser interferido en sus malti-
ples etapas.

Al respecto, se ha citado el caso de varios fungi-
cidas como polioxin D, cicloheximida, carboxin, tria-
rimol y nistatin, que afectan el crecimiento y no
causan dafio genético, pues su blanco de accién no
se relaciona directa ni indirectamente con los me-
canismos hereditarios.’

La genotoxicidad se evalla en términos de la
frecuencia de sectores segregantes de color de los
conidios (marcadores recesivos en homocigosis)
observada para cada concentraciéon ensayada.
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Las cepas haploides empleadas en ambos en-
sayos procedieron del Fungal Genetics Stock Cen-
ter (FGSC), Atlanta, EE.UU. Los medios de cultivo
minimo %completo fueron los descritos para este
ensayo.

Ensayo de micronucleos

La prueba se realizd en ratones albinos de la
linea no isogénica suiza, procedentes del Laborato-
rio de Control Biolégico del CIDEM. Previo a la
experiencia, los animales se sometieron a un
periodo de adaptacion de una semana en el bioterio
de la Facultad de Medicina “Dr. Salvador Allende”
del ISCMH. Recibieron dieta (pienso peletizado,
“ratonina”) y agua ad libitum y se mantuvieron en
condiciones de humedad y temperaturas conven-
cionales.

Se conformaron cinco grupos de ocho animales
(cuatro de cada sexo): control negativo, control po-
sitivo y tres tratamientos. En este Ultimo caso se
administro extracto liofilizado de séabila disuelto en
agua destilada y hervida. La dosis maxima se selec-
ciono teniendo en cuenta la ausencia de toxicidad
del extracto acuoso por via oral (hasta 12 g/kg de pc
no causan letalidad en ratones de la misma linea y
procedencia; Tillan J., comunicacién personal).

Para el test de microntcleos se sugiere que en
el caso de sustancias no toxicas y libremente solu-
bles, la dosis maxima sea de 2 g/kg/dia en
tratamientos menores de 14 dias.! Luego se apli-
caron tres dosis de 0,5, 1,0 y 2,0 g/kg de pc/dia
respectivamente. El extracto se aplicé por via in-
tragastrica, en un volumen de 1 mL/100 g de pc. Se
hicieron dos aplicaciones con un intervalo de 24
horas entre si. Los animales se sacrificaron 24 horas
después de la ultima aplicacién por dislocacion cer-
vical.*? se prepararon extensiones de médula
6sea’® y una vez fijadas con etanol, se tifieron con
Giemsa al 5 % durante 20 minutos.

Se contaron al menos 1 000 eritrocitos poli-
cromaticos (PCE) por animal, ademas, los eritrocitos
normocromaticos (NCE) presentes por cada 250
PCE para estimar la relacion PCE/NCE, indicador
de citotoxicidad. Los micronucleos se identificaron
de acuerdo con los criterios establecidos.*

RESULTADOS

Ensayos con Aspergillus nidulans

En la tabla 1 se muestran los resultados para la
prueba de induccion de supresores de metionina. El
extracto no result6 toxico en ninguna de las concen-



traciones ensayadas; incluso en los valores de
5 mg/mL se observa un aumento en la viabilidad de
los conidios. No hubo incremento significativo en los
valores de frecuencia de mutacién observados res-
pecto al control negativo, en cambio, hubo una
disminucién de 5 mg/mL, en la cual influye el
aumento experimentado en la sobrevivencia.

En la tabla 2 aparecen los resultados correspon-
dientes al ensayo de segregacién mitética, tampoco
en este caso se aprecia aumento en la frecuencia
de segregantes; para la concentracion mas alta
(1 mg/mL) se observé una disminucién del 50 % en
esta frecuencia.

Ensayo de micronucleos

Durante el tratamiento ninglin animal resultd
muerto y no se observaron sintomas de toxicidad,
excepto una ligera pérdida de peso con la dosis mas

alta. No hubo depresion en la relacion entre PCE y
NCE, indicadora de citotoxicidad. El andlisis
estadistico del porcentaje de PCE micronucleados
encontrado tampoco arrojoé diferencias en
cuanto a sexo (p = 0,166), dosis (p = 0,491), ni
la interaccion sexo x dosis (p = 0,217) (tabla 3).

DISCUSION

Ensayos con Aspergillus nidulans

Como se sefial6é anteriormente, en la prueba de
induccion de supresores de metionina, el extracto
de sabila no resultdé toxico ni genotdxico, incluso
hubo un aumento en la viabilidad de los conidios,
gue podria atribuirse a la presencia de algin agente
citoprotector o un antagonista del inhibidor de la
germinacion en Aspergillus nidulans.*®

Tabla 1. Induccion de supresores del locus methG1 en presencia del extracto de sabila en la cepa Aspergillus nidulans

FGSC 219
Concentracion Conidios Sobrevivencia Colonias Frecuencia
(mg/mL) germinados (%) supresoras de supresores (x 10"6)

0,00 7,33 100,0 59 8,1
0,05 6,39 87,0 54 8,5
0,50 7,69 105,0 55 7,2
5,00 13,15 179,0 54 4,1*

Dietil sulfato’
4 mM 2,02 28,0 345 170,7*

! control positivo.
Nota: Resultados promedio de dos experimentos.
*p < 0,01 (test "t" de Student).

Tabla 2. Induccion de segregacion mitética en la cepa diploide Aspergillus nidulans D-30 en presencia del extracto

de séabila
Concentracion Colonias Sectores Frecuencia de sectores

(mg/mL) analizadas segregantes por colonia
0,00 67 88 1,31
0,04 73 6 1,15
0,10 59 69 1,17
0,40 56 56 1,00
0,80 43 43 0,72*
1,00 32 23 6,07*

Acetinomicina D'
10 mM 71 431 6,07*

L control positivo.

Nota: Resultados promedio de tres experimentos. Para el anélisis estadistico se aplico la transform acion O(x+0,5) a los sectores

encontrados en cada colonia, previo a un ANOVA simple.
*p < 0,01 (test "t" de Dunnett).
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Tabla 3. Resultados del ensayo de induccion de micronucleos en médula ésea de ratdn para el extracto de sabila

Tratamiento

(g/kg/dia) PCE/NCE' + 177 DE PCE2

o* 1,13 177 0,22 8 000

0,5 1,49 +177 0,17 8 000

1,0 1,24 +177 0,25 8 000

2,0 1,22 177 0,09 8 000
Ciclosfosfamida®

0,02 1,84 +177 0,87 8 000

mPCE> % mPCE +177 DE
17 0,26 177 0,22
28 0,35 +177 0,08
22 0,27 +177 0,19
19 0,24 177 0,12
53 0,66 £177 0,27*

Nota: Resultados promedio para ocho animales/grupo experimental (se agrupan los dos sexos). Para e | andlisis estadistico se aplicé

la transformacion antes de realizar un ANOVA de dos vias.
L Indicador de citotoxicidad medular.

2 PCE totales analizados.

3 PCE micronucleados.

4 control negativo, agua destilada.

5 Control positivo.

*p < 0,01 (test de Dunnett).

En cuanto al ensayo de segregacion mitotica,
merece destacarse la disminucion del 50 % obser-
vada en la frecuencia de sectores segregantes para
la concentracion mas alta (1 mg/ml), lo cual podria
indicar cierta capacidad antimutagénica por parte
del extracto. Tomados en conjunto estos resultados
indican ausencia de genotoxicidad in vitro.

Entre los principales componentes quimicos de
las hojas de sabila se encuentran derivados de la
1,8 dihidroxiantraquinona. Estos se han aislado en
su forma libre (aloe-emodina, &cido crisofamico) y
como C-glucésidos y ramnésidos, entre los cuales
se destacan la barbaloina e isobarbaloina y los
aloinésidos Ay B, que rinden aloe-emodina-antrona
como aglicona al hidrolizarse.>

Se conoce que tanto el antraceno como la an-
traquinona son mutagénicos en la prueba de
Ames.*®1" El antraceno resulto positivo al ensa-
yarlo en la cepa de Salmonella typhimurium TA 100,
con activacién metabdlica exdgena (S9) y la antraqui-
nona lo fue en las cepas TA 98 y TA 100, con y sin
S9. No obstante, un derivado trihidroxilado del an-
traceno (1,8,9 trihidroxiantraceno) estructuralmente
cercano al aloe-emodina-antrona (1,8 dihidroxi 3
hidroximetil 9(10 H) antracenona) resultd negativo
en cuatro cepas estandar.'® Podria pensarse que la
introduccion de grupos hidroxilo atentian la geno-
toxicidad en este caso.

Por lo pronto, aunque no se conocen reportes
para el aloe-emodina, se ha demostrado que la
emodina, otra antraquinona de origen natural pre-
sente en Rhamnus frangula L. y Rhamnus purshiana
DC (1,3,8 trihidroxi 6 metil antraquinona), es antimu-
tagénica frente al 1-nitropireno, la cual inhibe la
formacion de aductos de DNA por parte de este
conocido muté\geno.l
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Ensayo de micronucleos

Los resultados obtenidos in vitro se corroboraron
en el ensayo in vivo en médula 6sea de ratén, donde
tampoco se pudo observar efecto citotdxico ni mu-
tagénico sobre los eritroblastos. Estos resultados
estan en concordancia con la ausencia de toxicidad
sistémica reportada para el mismo extracto en en-
sayos de toxicidad aguda y subcrénica (Tillan J.,
comunicacion personal).

Enlas condiciones de ensayo anteriormente des-
critas, el extracto acuoso de hojas de Aloe vera L.
(sabila) no resultd genotdxico en ninglin caso. Estos
resultados contribuyen a respaldar la inocuidad de
las preparaciones a partir de sabila destinadas para
la terapéutica humana.

SUMMARY

A mutagenic assessment of a lyophilized aqueous
extract from leaves of Aloe vera L, was made; using
three short-term assays, induction of punctual muta-
tion (suppressor) in locus methG1 of Aspergillus nidu-
lans, mitotic release in an heterozygote of Aspergillus
nidulans and test of micronuclei in spinal cord of
mouse. For in vitro assays, authors assessed concen-
trations between 0,05 and 5 mg of extract from
Aloe/mL in culture medium (punctual mutations), and
of 0,04 to 1 mg/mL (mitotic release), using method of
addition in plate. Significant increases weren’t found
in frequency of mutant suppressors in first assay
neither homozigotic releasing sectors in second as-
say, suggesting genotoxicity for these tests. For in
vivo assay, we used Swiss mice of isogenic lineage,
which were given two administrations from the extract
by intragastric route, in doses of 0,5; 1,0; and 2,0 g/kg
of body weight/day, and were sacrified 24 hours after



last application. No toxic effect was found on cellular 10.
proliferation in bone, and no significant increases
were observed in the frequency of micronucleated
polychromatic red cells 2 (mPRE), considered as an

indicator of mutagenicity to this assay.
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