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Resumen

Se presentan los resultados obtenidos al tamizar el posible efecto mutagénico de un extracto de derivados antraquinénicos del Aloe vera
L. en 3 sistemas de ensayo a corto plazo, 2 in vitro empleando el ensayo de Ames y la prueba de segregacion mitdtica en el hongo
Aspergillus nidulans D-30 y otro in vitro utilizando el ensayo de induccién de microntcleos en médula dsea de ratén. En el ensayo deAmes
se evaluaron concentraciones hasta 5 mg/placa para las cepas TA-1535, TA-1537, TA-98 y TA-100. En el ensayo de segregacion mitdtica
se probaron concentraciones hasta 0,730 mg de sélidos totales/mL de medio completo. Para el ensayo de induccién de micronticleos se
ensayaron un rango de dosis de 500, 1 000 y 2 000 mg/kg de peso corporal del roedor. Los resultados obtenidos demuestran que el extracto
de derivados antraquinénicos del Aloe vera L. fue genotdxico en el ensayo de Ames en la cepa TA-1537 con activacién metabdlica; no
present6 efecto citotéxico ni genotéxico en el ensayo de segregacion mitética. En la prueba in vivo no indujo respuesta genotéxica
significativa en la frecuencia de micronucleos en los eritrocitos policromaticos ni dafio medular.

Descriptores DeCS: ALOE; ANTRAQUINONAS; ASPERGILLUS NIDULANS; MEDULA OSEA; TESTS DE MUTAGENICIDAD:;
TESTS DE MICRONUCLEOS; RATONES; IN VITRO.

Summary

Results obtained are based on sifting through of possible mutagenic effect of and extract from anthraquinone derivatives of Aloe veralL.
In three short-term trial systems, two of them were in vitro using Ames” trial and mitotic segregation test in D-30 Aspergillus nidulans
fungus, and another in vitro too, using micronuclei induction trial in bone marrow of mouse. In Ames” trial concentrations up to 5 mg/plate
for TA-1535, TA-1537, TA-98 and TA-100 strains, were assessed. In mitotic segregation, concentrations up to 0,730 mg of total
solids/mL of complete culture medium. For micronuclei induction trial, a dose rank of 500, 1 000, and 2 000 mg/kg of body weight of
rodent was analysed. Results obtained show that extract anthraquinone derivatives of Aloe vera L. was genotoxic in Ames” trial in
TA-1537 stran with metabolic activation hasnt neither the cytotoxic nor genotoxic effect in mytotic segregation trial. In in vitro test, there
wasnt a significant genotoxic response in frequency of micronuclei in polychromatic red cells and medullary damage.

Subject headings: ALOE; ANTHRAQUINONES; ASPERGILLUS NIDULANS; BONE MARROW; MUTAGENICITY TESTS;
MICRONUCLEUS TESTS; MICE; IN VITRO.

Las hojas de Aloe vera L. (sabila) perteneciente a la fa- En esta planta estdn presentes compuestos fendlicos
milia Liliaceae son ampliamente utilizadas en la elabora- clasificados por 2 grandes grupos, cromonas (aloesina) y
cién de preparados farmacéuticos y cosméticos. Se emplea antraquinonas (barbaloina, isobarbaloina y la aloemodina),
en la cura de enfermedades de la piel, dafios por irradiacién y los cuales se encuentran libres o en forma de glicésidos.>> En
como antiviral, tratamiento de dlceras del estémago y del investigaciones con antraquinonas naturales y compuestos
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(herpes simple tipo 1 y 2, varicela-zoster, influenza, HIV-1).
También se le ha demostrado actividad antibacteriana y
antitumoral. Existen reportes relacionados con la capacidad
mutagénica de estos compuestos y como promotores de tu-
mores.> !

Para corroborar su empleo como fitofarmaco se llevé a
cabo un estudio genotéxico empleando 3 sistemas de ensa-
yo a corto plazo: 2 in vitro, el ensayo de Ames y el ensayo de
segregacion mitdtica con el hongo diploide de Aspergillus
nidulans D-30 y un ensayo in vivo, la prueba de induccién
de microntcleos en médula 6sea de raton, todos para detec-
tar dafios en el genoma celular, ya sea a nivel puntual o a
nivel cromosémico.

Métodos
MATERIAL VEGETAL

El material vegetal provino de la Estacion Experimental
"Dr. Juan Tomas Roig", Giiira de Melena, La Habana. El ex-
tracto hidroalcohdlico de derivados antraquinénicos con un
menstruo etandlico al 50 % se obtuvo en el laboratorio de
Productos Naturales del CIDEM."* La composicién fisico-
quimica del extracto es la siguiente: etanol, 39,95 %; s6lidos
totales, 2,46 %; derivados antraquindnicos libres, 2,56 %;
derivados antraquindnicos totales , 27,06 %; pH, 4,93-5,50;
densidad optica, 0,9903; indice de refraccion, 1,3560.

ENSAYO DE AMES

Se utiliz6 una bateria de 4 cepas de Salmonella
typhimurium, recomendada internacionalmente para este
ensayo: TA-1535, TA-1537, TA-98, TA-100, enviadas por el
Dr. BN. Ames (Universidad de California en Berkeley, EUA).
Se empled el método de incorporacién en placa para evaluar
el extracto hidroalcohdlico de derivados antraquinénicos
en concentraciones de 50 a 5 000 mg/placa de sélidos tota-
les. Se probaron 5 concentraciones, sembrandose 3 placas
por cada concentracién en un experimento tnico.'* El ensa-
yo se realiz6 con y sin activacién metabdlica exdgena (frac-
cién pos-mitocondrial de higado de rata, S9) a una concen-
tracion final de 4 %. Las placas se incubaron a 37 °C y se
contabilizaron las colonias revertantes por placa a las 48 h.
Los datos fueron evaluados estadisticamente por medio del
programa SALANAL, versioén 1.0 (ILS, Research Triangle
Park, NC.EUA).

ENSAYO DE SEGREGACION MITOTICA

Se empleé la cepa Aspergillus nidulans D-30,' obteni-
da de los haploides A 593(a) y A594(b) procedentes del
Fungal Genetic Stock Center (FGSC), en Atlanta, USA. El

medio de cultivo empleado fue medio completo (MC).!® Se
siguié un protocolo de ensayo de exposicién en medio de
cultivo agarizado donde se siembran los conidios en punto
al centro de las placas y se incuban de 6 a 10 d a 37 °C. En
ensayos preliminares se determind que la concentraciéon méxi-
ma a evaluar era de 0,738 mg de s6lidos totales/mL de MC. A
valores superiores se presentan alteraciones morfoldgicas y
de conidiacién que impiden poder observar los sectores
segregantes coloreados. Se probaron 6 concentraciones del
extracto y el experimento se repiti6 3 veces. La citotoxicidad
cuantitativa se evalu6 a las 72 h de siembra con incubacién
a 37 °C. Esta se expresa como el por ciento de reduccién en el
diametro de la colonia respecto al control negativo (solven-
te). La genotoxicidad se evalu6 en términos de la frecuencia
de sectores segregantes coloreados de los conidios (FSC)
marcadores recesivos en homocigosis observada para cada
concentracién ensayada.'”

El andlisis estadistico se llevé a cabo normalizando los
valores de la FSC mediante la transformacién V(0.5+x). Pos-
teriormente se aplicé un Anova de una via empleando el
paquete estadistico Microsta. Se consideraron genotéxicas
aquellas concentraciones que incrementan la FSC el doble o
mas respecto al control negativo, que sean estadisticamente
significativas y dependientes de la concentracion.

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

El extracto hidroalcohdlico se evaporé a presion reduci-
da para eliminar el etanol y el sélido resultante se resuspendid
en etanol al 40 %, a una concentracién de 200 mg/mL en el
momento de la administracién a los animales. Se establecie-
ron 6 grupos experimentales: 3 dosis (2 000, 1 000 y 500 mg/
kg de peso corporal, pc), control negativo (etanol al 40 %),
control positivo (ciclofosfamida, 20 mg/kg, pc) y un control
espontaneo. Cada grupo conté con 10 animales: 5 machos y
5 hembras. Se emplearon ratones Suizos de 5 semanas de
nacidos con un peso promedio de aproximadamente 20 g,
provenientes del Laboratorio de Control Biolégico del
CIDEM. Estos se aclimataron durante una semana en el
bioterio de la Fac. de Medicina "Dr. Salvador Allende". Se
alimentaron con pienso peletizado (Ratonina, CENPALAB)
y agua sin restriccion. El extracto se aplicé por via oral a razén de
10 mL/kg pc, en dosis separadas por 24 h y se procedié al
sacrificio 24 h después de la dltima aplicacién. Los anima-
les se sacrificaron por dislocacién cervical. Las muestras de
médula ésea se obtuvieron segin Schmid.'"® Las ldminas se
fijaron con etanol al 95 % (v/v) durante 5 min y se secaron al
aire durante 24 h. Finalmente se tifieron con Giemsa al 5 %
(v/v) en agua corriente durante aproximadamente 20 min. Se
contaron 2 000 eritrocitos policromdticos (PCE) por animal
y ademads los eritrocitos normocromaticos (NCE) presentes
en 250 PCE para estimar el dafio citotéxico (IT=PCE//NCE).

Para el tratamiento estadistico de los datos, se normali-
zaron los valores PCE/NCE y el % MNPCE (PCE micro-
nucleados) para cada animal empleando la transformacién
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v (x +1). Después se procedio a realizar un andlisis de varianza
de 2 vias considerando sexo, dosis e interacciéon de ambos.
La existencia de una posible relacién dosis-efecto se estimé
por el estadigrafo para tendencias en proporciones lineales
(prueba de Cochran-Armitage". Para que el producto sea
genotdxico debe observarse incrementos significativos en la
frecuencia de PCE micronucleados y que los mismos tengan
una relacién dosis-respuesta.

Resultados

La tabla 1 resume los resultados del ensayo de Ames.
Como puede apreciarse hay un incremento significativo a
concentraciones de 500 y 1 500 pg/placa con la cepa TA
1537 con activacién metabdlica exdgena, cepa que detecta
corrimiento del marco de lectura.

Los resultados obtenidos en el ensayo de segregacion
mitdtica aparecen en la tabla 2. Como puede observarse no
se obtuvieron diferencias significativas para ningin trata-
miento como lo demuestra el Anova de una via (p=0,174) en
un intervalo de concentracién en donde la toxicidad cuanti-
tativa no es apreciable. En el andlisis de regresion lineal
tampoco se observd relacion concentracidn-efecto entre
las concentraciones y la FSC. p = 0,104; r = 0,663;
FSC= 1,684-0,802.

En el ensayo de induccién de micronucleos la
tabla 3 muestra que la relacién PCE/NCE indicadora de
citotoxicidad medular, no mostré diferencias significativas
ni para sexo (p =0,913) ni dosis ( p = 0,884). El valor del %
MNPCE no presenté tampoco diferencias significativas
respecto al control negativo ni para sexo (p = 0,217) y
dosis (p = 0,401). La regresién Cochran-Armitage tampoco
resulté significativa ni para machos (p = 0,545) ni
hembras (p = 0,625).

TABLA 1. Resultados del ensayo de Ames frente a un extracto hidroalcohdlico de derivados antraquindnicos

Concentracién
ug/placa Colonias revertantes/placa + D.S
TA-98 TA-100

(-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
Oa 22,00 = 2,65 24,00 = 643 125,33 = 14,19 107,33 + 11,68
50 18,67 = 1,15 25,67 = 231 104,67 = 7,07 103,33 = 4,04
150 21,00 = 1,73 21,33 = 4,16 113,00 = 0,72 128,33 + 7,04
500 19,67 + 0,58 21,00 = 0,00 94,67 = 14,98 97,33 = 5,86
1500 22,00 = 2,65 22,33 + 4,03 90,00 = 13,23 100,00 + 4,04
5000 22,00 = 3,46 26,00 = 3,46 90,33 = 4,73 102,00 = 12,12
Control positivo b 844,00 = 122,49 2001,00 + 368,00 604,00 = 17,44 1696,00 =+ 347,24™
Concentracion Colonias revertantes/placa + D.S
ug/placa

TA- 1535 TA- 1537

(-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
Oa 14,00 = 1,00 20,67 = 4,16 8,00 + 2,00 13,00 = 3,67
50 16,00 + 4,58 20,33 = 2,08 833 + 2,31 13,00 = 529
150 17,00 += 6,56 18,67 + 1,53 9,67 + 2,08 18,00 += 0,00
500 18,67 = 5,777 21,00 = 7,00 833 + 0,58 23,67 = 8,50"
1500 13,67 = 3,06 19,00 = 6,08 9,67 £ 1,53 29,67 + 1,53
5000 12,33 = 2,89 17,00 = 3,00 13,67 £ 6,11 19,67 = 8,36
Control positivo b 369,67 =+ 47,517 249,67 + 43,827 751,33 + 43,56" 655,00 =+ 303,94™

a Control negativo: Dimetilsulféxido (DMS).

b Controles positivos: TA-1535 (-S9), 4zida de sodio, 1,5 pg/placa; (+S9), ciclofosfamida, 500 pg/placa.
TA-1537 (-S9), 9-aminoantraceno, 100pg/placa; (+S9), 2-aminofluoreno,

100 pg/placa

TA-98 (-S9), 4cido picroldnico, 100 pg/placa; (+S9), 2-aminofluoreno,

100 pg/placa.

TA-100 (-S9), azida de sodio, 1,5 pg/placa; (+S59), benzo(a)pireno,
10 pg/placa.

ANOVA p <0,05" ; p<0,01™
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TABLA 2. Resultados de la segregacion mitdtica en el hongo
Aspergillus nidulans D-30 frente al extracto hidroalcohdlico de deri-
vados antraquinonicos

Concentracién Colonias Toxicidad ? Genotoxicidad

mg/mL. (1 T %) Colonias Sectores FSC ISMI ©
Derivados Segregantes

antracénicos

Etanol 1,2 % 12 - 45 79 1,75 -
0,025 12 1,83 45 86 1,91 1,09
0,052 12 1,83 45 73 1,62 0,92
0,123 12 0,26 45 76 1,68 0,96
0,246 12 0,26 45 44 0,97 0,55
0,492 12 0,00 44 54 1,23 0,70
0,738 12 -4,45 44 54 1,28 0,73
Metilmetano? 12 34,09% 45 34 7,427 424"
sulfonato

2,40 mM

Espontianeo 12 -3,75 45 49 1,38 0,78

# Reduccion del didmetro de las colonias a las 72 h de incubacién
especto al control negativo;® Indice de segregacién mit6tica; © Control
negativo; 4 Control positivo; ANOVA

"p<0,01.

TABLA 3. Ensayo de microniicleos en ratones tratados con deriva-
dos antraquinonicos

Dosis (mg/Kg/dia) Sexo a PCE/NCE MNPCE/ 1000 PCE
(media + DS) (media + DS) b

Etanol al 40 % c M 1,76 + 0,12 0,80 + 0,08

F 1,66 + 0,14 1,10 £ 0,15
500 M 1,67 + 0,06 1,00 + 0,09

F 1,67 0,13 0,90 + 0,09
1000 M 1,68 £ 0,05 0,90 = 0,05

F 1,70 £ 0,04 1,10 +0,13
2000 M 1,64 + 0,06 0,90 +0,13

F 1,72 £ 0,04 0,90 + 0,08
CP20d M 0,67 = 0,07 20,50 + 0,70™

F 0,65 = 0,04™ 23,80 = 1,10™
Espontaneos M 1,65 + 0,06 1,10 £ 0,08

F 1,69 + 0,03 1,60 + 0,20

a M, machos; F, hembras.
positivo

b PCE micronucleados.

¢ Control negativo.

d Ciclofosfamida, control
positivo.

ANOVA;™ p < 0,01 (¢-Student).

Cochran-Armitage, p= 0,58 (M)

Cochran-Armitage, p= 0,80 (F)

Discusion

Como puede observarse el extracto hidroalcohdlico de
derivados antraquinénicos induce efecto mutagénico en el
sistema de Ames con la cepa TA-1537. Los resultados coinci-
den con lo reportado por Brusick' y Mengs en donde estos
autores sefialan que algunos derivados antraquinénicos del

antraceno encontrados en algunas plantas (rheum, rhamnus,
sennay familias del Aloe, etc) particularmente 1-hidroxiy 1-8-
hidroxi-antraquinona, inducen mutagenicidad en sistemas
bacterianos.”® Brown 'y Dietrich en 1979 reportaron que el
aloe-emodin es mutagénico en Salmonella typhimurium TA-
1537 en ausencia de la fraccién microsomal S9.>' En este
caso la mutagenicidad en este sistema in vitro se observé en
presencia de S9. Sin embargo, se reportan trabajos del poten-
cial antimutagénico del antraceno in vitroy ex-vivo frente a
aminas heterociclicas relacionado con la inactivacién de la
familia de las enzimas CYPI, responsable de la capacidad
mutagénica y carcinogénica de determinados promutidge-
nos.”? Esta mutagenicidad no se observa en el ensayo de se-
gregacion mitdtica, posiblemente porque el sistema no sea
tan sensible a estos compuestos; por otra parte en el ensayo
in vivo el efecto genotoéxico se pierde debido a mudltiples
factores farmacos y toxicocinéticos como son: pérdida de la
absorcién del producto, incapacidad de que los metabolitos
reactantes puedan alcanzar el ADN de las células dianas y
una rapida detoxificacion.
El extracto de derivados antraquindnicos resulto:

* Genotoxico en el sistema de ensayo deAmes (Salmonellal
microsomas).

* No tener actividad mutagénica en el ensayo de segrega-
cién mitdtica.

* No presentar dafio genético en el ensayo in vivo de induc-
cién de microntcleos.
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