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Resumen

Se presentan los resultados obtenidos al evaluar el potencial toxicogenético de un liofilizado de polisacdrido previamente dializado
obtenido a partir de gel de Aloe vera L. en 2 sistemas de ensayos a corto plazo, empleando un modelo in vitro: el sistema Salmonella/
microsoma (Ames) y otro in vivo: el ensayo de induccién de micronticleos en médula 6sea de ratén. En el ensayo deAmes se testaron las
cepas TA 100, TA 98, TA 1535, TA 1537, de Salmonella typhimurium con y sin activacién metabdlica (S9) en el rango de concentraciones
de 50, 150, 500 y 1500 pg/placa. En el ensayo de induccién de micronticleos se ensayaron dosis de 500, 1 000 y 2 000 mg/kg de peso
corporal (pc). Los resultados obtenidos demostraron que el polisacdrido de gel de Aloe no fue mutagénico en el sistema Salmonella/
microsoma. En el ensayo in vivo no se observé respuesta genotdxica en las dosis estudiadas.

DeCs: ALOE/toxicidad; PLANTAS MEDICINALES; POLISACARIDOS; EVALUACION DE MEDICAMENTOS; TEST DE
MUTAGENICIDAD; TESTS DE MICRONUCLEOS; RATONES.

Summary

The authors present the results obtained on assessing the toxicogenetic potential of a polysaccharide freeze-dried, previously dyalised,
obtained from Aloe veraL. gel in 2 short-term assay systems by using anin vitro model: the Salmonella/microsome system (Ames),
and another in vivo: the micronucleus induction assay in mouse bone marrow. In the assay of Ames, we tested TA 100, TA 98, TA 1535
and TA 1537 strains of Salmonella typhimurium with and without metabolic activation (S9) within a concentration range of 50, 150,
500 and 1 500 pg/plate. In the micronucleus induction assay, we tested doses of 500, 1 000 and 2 000 mg/kg of body weight. The
results obtained showed that the polysaccharide from Aloe gel was not mutagenic in the Salmonella/microsome system. No genotoxic
response was observed in the doses studied in the in vivo assay.

Subject headings: GELS; ALOE/toxicity; PLANTS, MEDICINAL; POLYSACCHARIDES; DRUG EVALUATION;
MUTAGENICITY TESTS; MICRONUCLEUS TESTS; MICE.

Los estudios toxicogenéticos ocupan un lugar impres- procesos tumorales, transmision de alteraciones genéticas a
cindible en la evaluacién de fitofarmacos con actividad tera- la descendencia y malformaciones congénitas'-.
péutica, ya que se encargan de investigar la probable induc- El gel de Aloe vera L ha sido un componente fundamen-
cién de danos genéticos, como consecuencia de los cuales tal de cosméticos y productos de cuidado personal por todo
pueden ocasionar enfermedades, tales como desarrollo de el mundo durante varios afios. La actividad biolégica de este
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material se ha adscrito a los carbohidratos (polisacaridos),
fraccidn que estd compuesta por aproximadamente 20 % de
los sélidos totales en las hojas del Aloe. Ademads se ha de-
mostrado que unas 20 proteinas de distintas clases, asocia-
das con el polisacarido, contribuyen a la actividad
farmacolégica del gel de Aloe en la estimulacion de la proli-
feracion celular y otras posibles actividades tales como:
antinflamatoria, antiviral, inmunomoduladora de la activi-
dad de Acemannan, antihepatitis antineopldsicas, antiul-
cerativas, como enemagogo, purgativo y vermifugo; exter-
namente se usa para cicatrizar heridas, desinfectante y astrin-
gente. Se reporta un producto patentado, denominado
Carrisyn™® del cual se ha demostrado su actividad en la
estimulacién de la reproduccién y fibroblastos en los culti-
vos de tejidos hasta un 300 % en 48 h. Estos fibroblastos
juegan un papel fundamental en la cicatrizacién de quema-
duras, heridas, dlceras y membranas gastrointestinales.*3

Los estudios genotéxicos se llevaron a cabo empleando
2 sistemas de ensayo a corto plazo reconocidos inter-
nacionalmente, uno in vitro, el ensayo de Salmonella/
Microsoma (Ames) que detecta mutaciones puntuales y un
ensayo in vivo, la prueba de induccién de microntcleos en
médula 6sea de ratén que evidencia si existe dafio
cromosoémico.

M étodos

MATERIAL VEGETAL

La planta se cultivé en la Estacién Experimental de Plan-
tas Medicinales “Dr. Juan Tomds Roig”, Giiira de Melena, La
Habana. Un ejemplar de la planta se conserva en el herbario
de dicha institucién con el nimero Roig 4591. El polisacdrido
se obtiene por precipitacion etandlica del gel elaborado a
partir de las hojas frescas de Aloe vera L. Las especificacio-
nes para el crudo etandlico de polisacdrido son las siguien-
tes: carbohidratos totales 20,74 %, antracenderivados tota-
les 42,1 mg/100g; humedad 43,5 %. El crudo dializado y
liofilizado tiene un contenido de carbohidratos totales ex-
presados como manosa en un 44,34 %.

ENSAYO DE SALMONELLA/MICROSOMA
(AMES)

Se emple6 una bateria de 4 cepas de Salmonella
typhimurium, TA-1535, TA 1537, TA-98 y TA-100, donadas
por el Dr. Bruce N Ames (Universidad de California en
Berkeley, EUA). Se empleé el método de incorporacion en
placa con un protocolo de trabajo bien estandarizado.® Se
ensayaron concentraciones de 50, 150, 500, 1 5000 y 5 000 pg/
placa de sélidos totales, sembrdndose 3 placas por concen-
tracién en un experimento tnico. El ensayo se realizd en
presencia y ausencia de activacién metabdlica exdgena, con-
teniendo 10 % de fraccién S9 en solucién de co-factores,
obtenida a partir de higado de ratas tratadas con fenobarbital

y 5,6 naftoflavona.!®!! Las placas se incubaron a 37 °C y se
contaron las colonias revertantes a las 48 h. Para el andlisis
estadistico se aplicé el programa SALANAL (Salmonella Assay
Analisys. Version 1. US Enviromental Protection Agency).

ENSAYO DE INDUCCION DE MICRONUCLEOS

Se pesaron 2 000 mg del liofilizado de polisacaridos del
gel de Aloe y se disolvieron en 10 mL de agua destilada
estéril para obtener una concentracién de 200 mg/mL de s6-
lidos totales en el momento de la administracion a los anima-
les. Se emplearon ratones albinos de la linea no isogénica
Suizo, procedentes del Laboratorio de Control Bioldgico del
CIDEM, con un peso promedio de 21,8 = 1,6 g y con 5
semanas de nacidos. Previo al experimento, los animales se
sometieron a un periodo de adaptacién de una semana en
condiciones de temperatura y humedad convencionales. La
alimentacidn consistid en ratonina peletizada y agua sin res-
triccién. Se establecieron 5 grupos experimentales: control
negativo (agua destilada), un control positivo (Mitomicina
C,2 mg/kg de pc en dosis Unica, 24 h antes del sacrificio) y 3
dosis (500, 1 000 y 2 000 mg/kg de pc),'*"* cada grupo estu-
vo representado por 10 animales 5 de cada sexo. La via de
administracion fue oral a razén de 10 mL/kg de pc en dosis
separadas por 24 h. El sacrificio de los animales, el muestreo,
procesamiento y evaluacién de las extensiones de médula
Gsea se realizé de acuerdo a la metodologia establecida.*El
analisis_estadistico se llevé a cabo aplicando la transforma-
cién V(X + 1) al por ciento de eritrocitos policromaticos
micronucleados (% MPCE) y posteriormente se aplicé un
Anova simple para los ratones machos y hembras empleando
el paquete estadistico MICROSTA.

Resultados

En la tabla 1 se muestran los resultados del ensayo de
Salmonella/microsoma. Como puede apreciarse hasta valo-
res de 5 mg/placa (valor que se acepta como maximo de ex-
posicién en dependencia de la solubilidad del producto y de
la toxicidad)™ no se observé un aumento significativo del
nimero de revertantes con respecto al control negativo, ni
present6 una relacién dosis-relacion significativa, para las
concentraciones ensayadas en cada una de las cepas.

Los resultados del ensayo de induccién de microntcleos
in vivo aparecen en la tabla 2. No se observaron incrementos
significativos para la relacion PCE/NCE (indicadora de
citoxicidad medular), ni para ratones machos ( P =0,251), ni
ratones hembras ( P = 0,02). El valor del por ciento de
eritrocitos policrométicos (% MNPCE) pardmetro de dafio
clastogénico y aneugénico no presentaron diferencias signi-
ficativas con respecto al control negativo, ni para rato-
nes machos (P = 0,669) ni ratones hembras (P = 0,320).
Tampoco el estadigrafo Cochran-Armitage para pruebas de
tendencias en las proporciones lineales en el valor de MNPCE
respecto a las dosis estudiadas demostraron resultados sig-
nificativos en cada caso ( P =0,650; P =0,534).1¢

machos hembras
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TABLA 1. Resultados del ensayo de Ames frente al polisacdrido del gel de Aloe.

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

+S9) (-S9) (+S9) (-S9)
0° 32,33 + 4,04 27,67 + 0,58 185,00 = 6,93 163,67 £ 2,08
50 35,33 + 4,62 27,67 £ 231 186,00 = 3,20 167,33 = 2,08
150 29,33 + 1,15 26,67 = 2,08 188,33 + 40,07 170,67 = 4,62
500 30,67 = 1,53 2733 £ 1,53 184,67 = 7,64 168,00 = 4,36
1 500 31,67 += 1,53 26,00 £ 1,00 181,33 + 3,21 171,67 = 8,62
5 000 32,67 + 2,52 2733 + 1,53 181,33 + 10,02 167,00 £ 2,65
Control positivo® 1 692,66 £126,00 786,66 £135,49 536,00 + 69,39 686,00 + 210,81
P()* 0,346 0,545 0,401 0,858
Concentracion
ug/placa Colonias revertantes/placa + D.S

TA-1535 TA-1537

+S9) (-S9) (+S9) (-S9)
0° 13,67 + 0,58 16,00 £ 1,00 6,33 = 0,58 8,00 £ 0,00
50 14,67 + 2,08 17,67 £ 1,53 6,67 = 1,53 7,67 + 2,08
150 15,00 + 2,65 13,67 £ 0,58 8,00 = 1,00 8,67 £ 1,53
500 14,67 + 0,58 1533 £ 2,08 833 £ 1,15 8,67 £ 1,53
1 500 14,33 = 3,06 15,67 + 0,58 9,00 £ 1,00 8,67 + 1,15
5 000 14,33 = 0,58 15,67 + 0,58 7,00 £ 1,00 9,33 £+ 1,15
Control positivo® 623,00 £71,35 345,66 = 47,18 1137,33 = 79,00 894,67 147,09
P() 0,837 0,990 0,403 0,911

* Control negativo: agua destilada estéril

® Control positivo

TA-1535 (+S9) ciclofosfamida, 500 pg/placa.
(-S9) 4zida de sodio 1,5 pg/placa.

TA-98 (+S9) 2-aminofluoreno, 10 ug,
(-S9) écido pricrolénico, 100 pg/placa.

¢ Significacion estadistica de la relacién dosis-respuesta.

Discusion

Como se demuestra, el polisacarido del gel de Aloe no
induce efecto mutagénico en los sistemas toxicogenéticos
empleados. Esta ausencia de mutagenicidad pudiera expli-
carse por 2 razones: La primera es que el crudo etandlico de
polisacdrido contiene derivados antracénicos; los cuales se
reportan como antimutagénicos in vitro y ex vivo frente a
aminas heterociclicas relacionadas con la inactivacién de
determinadas enzimas de la familia CPY-1, que pueden acti-
var determinados promutdgenos.!”!3
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TA-1537 (+S9) 2 aminofluoreno, 100 pg/placa.
(-S9) 9-aminoantraceno, 100 pig/placa.

TA-100 (+S9), benzo, 10 pg/placa.
(-SA) ézida de sodio, 1,5 pg/placa.

La segunda razén es que existen reportes que demues-
tran que el polisacdrido del gel de Aloe puede estimular el
sistema inmune como se ha demostrado en células de piel
después de ser tratada con luz ultravioleta tipo B. Otra via
que pudiera explicar la ausencia de dafio genético y tenien-
do en cuenta su accién protectora contra la radiaciéon UV es
que active los mecanismos de escision por reparacion o repa-
raciéon recombicional, dicho de otro modo por un proceso
bioantimutagénico.?

También se ha demostrado que los polisacaridos de gel
de Aloe ejercen un efecto inhibitorio en la formacion de



TABLA 2. Ensayo de microniicleos en ratones tratados con polisacdrido del gel de Aloe

Dosis

(mg/kg/dia) Sexo? PCE/NCE (media + DS) MNPCE/1 000 PCE (media + DS)®
Agua M 2,23 + 0,35 1,70 = 0,75
destilada F 2,05 + 0,101,80 =+ 0,44
estéril®
500 M 2,16 = 0,15 1,20 = 0,44

F 2,20 = 0,21 1,20 = 0,57
1 000 M 2,24 += 0,08 1,20 += 0,57

F 1,99 + 0,04 1,40 += 0,22
2 000 M 2,00 = 0,18 9,00 = 1,70

F 2,23 += 0,12 1,60 = 0,65
Mitomicina C M 0,63 += 0,03 2220 + 6,20%*
204 F 0,66 = 0,07 23,80 = 9,50**

M, machos, F, hembras.
® PCE micronucleados.
¢ Control negativo

**p<0,01 (t-Student).

4 Mitomicina C, control positivo.

Cochran-Armitage, p = 0,40 (M)

Cochran-Armitage, p = 0,82 (F)

aductos de ADN con el benzo (a) pireno tanto in vitro como
in vivo, por otro lado, el dafio oxidativo al ADN inducido por
la 8-hidroxideoxiguanosina fue significativamente por
polisacaridos del Aloe barbadensis Miller. 3

En conclusién el polisacarido de gel de Aloe es un pro-
ducto obtenido del Aloe Vera L. Y con propiedades
farmacolégicas reconocidas no presenta efecto genotéxico
en los sistemas ensayados. Los resultados obtenidos coinci-
dentes con los reportes de otros autores, nos hacen pensar la
posible actividad antigenotdéxica y antitumural de este pro-
ducto, el cual pudiera ser considerado como un agente po-
tencial en la quimioprevencién del cancer.
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