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Resumen

En el presente trabajo se abordé la obtencién de un extracto de la corteza de Aloe vera L., su posterior caracterizacion y la determinacién de la
efectividad media frente al virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Se concluyd que el extracto obtenido y caracterizado presenta una
concentracién de antracenderivados totales de 25,0+ 5,0 mg %, dicho extracto presenta actividad antiviralin vitro con una toxicidad media de
3,8 £ 0,3 mg/mL y dosis efectiva de 0,80 + 0,05 mg/mL.

DeCS: ALOE/uso terapéutico, PLANTAS MEDICINALES; EXTRACTOS VEGETALES/uso terapéutico, AGENTES ANTIVIRALES/
uso terapéutico, HERPESVIRUS 1 HUMANO.

Summary

The obtention of an extract from the cortex ofAloe vera L., its further characterization and the determination of its average effectiveness against
Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) are dealt with in this paper. It was concluded that the extract obtained and characterized presents a
concentration of total anthracene derivatives of 25.0 + 5.0 mg %. This extract has anin vitro antiviral activity with a mean toxicity of 3.8
+ 0,3 mg/mL and a effective dose of 0.80 = 0.05 mg/mL.

Subject headings: ALOE/therapeutic use; PLANTS, MEDICINAL; PLANT EXTRACTS/therapeutic use; ANTIVIRAL AGENTS/

therapeutic use; HERPES VIRUS 1, HUMAN.

Aloe vera L. (familia: Liliaceae) es una importante planta
la cual es muy utilizada en la medicina tradicional en la cura
de diversos males,' destacdndose las enfermedades de la piel,
los dafios por irradiacion, las afecciones de los ojos, los des-
Ordenes intestinales y por su actividad antiviral.>

Quimicamente se caracteriza por la presencia de consti-
tuyentes fendlicos que son generalmente clasificados en 2
principales grupos, cromonas’® como la aloesina, y an-
traquinonas (libres y en forma de glicésidos),'™" como la
barbaloina, la isobarbaloina y la aloemodina de la capa in-
terna de las células epidermiales. Asi como la presencia de
polisacaridos, glicoproteinas y aminoécidos en el gel inco-
loro e insipido de las células parenquimales de las hojas de
esta planta.!>!316
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La alofna es el principal componente de una sustancia
amarilla que la planta secreta como defensa para alejar a po-
sibles depredadores por su olor y sabor desagradables. Tam-
bién parece intervenir en el proceso de control de la
evapotranspiracién en condiciones de elevada insolacién y
sequia. Esta antraquinona es un veneno, laxante y abortivo,
que se utiliza en preparados farmacéuticos produciendo en
ocasiones alergias a personas sensibles y en la legislacién
europea se admite como maximo un 0,1 %.'” Estd completa-
mente prohibida la presencia de aloina en productos
alimentarios."”

En investigaciones precedentes, se ha comprobado el
efecto de diferentes antraquinonas naturales y compuestos
similares sobre diversos virus, tales como: Herpes simplex



tipos 1 y 2, varicela —zoster, pseudorrabia, influenza,
HIV-1.%718 Dichos productos son aislados con solventes
orgdnicos como acetona, acetato de etilo, metanol y gliceri-
na caliente. Uno de estos componentes, la aloemodina, resul-
t6 activa contra una gran variedad de virus.%’ Sobre la base
de toda la informacién acopiada se plantea que las
antraquinonas actian directamente sobre los virus envuel-
tos, lo que trae como resultado la prevencién de la adsorcién
del virus y su consecuente replicacion.®

Los objetivos de este trabajo, teniendo en cuenta que
los primeros principios activados aislados a partir de esta
planta fueron los glicésidos de 1,8 oxiantraquinonas y sus
agliconas, se centraron en el establecimiento de un procedi-
miento para la obtencién de un extracto hasta su escalado en
planta piloto a partir de la corteza de Aloe vera L. (sébila)
que crece en Cuba, la evaluacién de los pardmetros de cali-
dad y estudios de estabilidad de esta materia prima, asi como
los resultados de su evaluacién antiviral preliminar contra el
Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), toxicologia y genotoxicidad.

M étodos

ESTUDIOS CON EL MATERIAL VEGETAL

Para este trabajo se utilizaron las hojas frescas de Aloe
vera L. (sabila) de mas de 2 anos de plantadas, procedentes
de la Estacién Experimental de Plantas Medicinales “Dr. Juan
Tomads Roig”, municipio San Antonio de los Bafios, provin-
cia Habana, las cuales fueron lavadas y escurridas para la pos-
terior separaciéon manual del gel de la corteza, tomando las
puntas, las bases, las espinas y la corteza a partir de la hoja
entera. Esta dltima es un producto de desecho que es aprove-
chado en nuestros estudios.

1. Estudio de la influencia de la preparacién de la materia
vegetal en el proceso de extraccion

Para el estudio de la influencia de la preparacién de
la materia vegetal en el proceso de extraccion se utiliza-
ron 2 modos de preparacién MV-1 y MV-2.

La materia vegetal (MV-1) se prepard tomando las pun-
tas, las bases, las espinas y la corteza a partir de la hoja entera,
las cuales se molieron en un molino de martillo. Posteriormen-
te la masa molida se sec6 en una estufa de aire reciclado a 65 +
5 °C durante 48 h removiéndola cada 1 h aproximadamente.

Para la preparacién de MV-2 se siguié un procedimiento
similar invirtiendo el orden de las operaciones. En este caso
las mismas partes separadas del gel incoloro e insipido, se
sometieron inicialmente a un proceso de secado y posterior-
mente se molieron en un molino de cuchillas.

Los experimentos se realizaron con los mejores
pardmetros de operacion obtenidos durante el disefio. Se rea-
lizaron 3 experimentos con cada materia vegetal, cuantifi-
cando los antracenderivados totales, ademas de determinar
% de humedad, cenizas totales y sustancias solubles segiin
metodologia descrita,'® ver tabla 1.

Al finalizar este estudio, se determiné la de mejores re-
sultados quedando de la siguiente manera:

Todas estas partes se secaron en una estufa de aire reci-
clado a una temperatura de 65 £ 5 °C durante 48 a 72 h,
removiéndolas cada 2 h aproximadamente.

Posteriormente, la corteza seca fue molida en un molino
de cuchilla hasta un tamafio de particulas apropiado.

Estudiosdeaobtencion del extracto

Para el desarrollo del método extractivo se estudiaron
los siguientes parametros:

1. Seleccién del solvente.
2. Seleccion de la relacién materia vegetal-solvente.
3. Cinética de extraccion.

En todos los casos se evaluaron los antracenderivados
totales y/o libres utilizando el método colorimétrico de
Auterhoff y Ball con ligeras modificaciones basadas en la
reaccién de Borntrager desarrolladas en la literatura,** la cual
estd basada en la reaccion entre los grupos fendlicos de los
antracenderivados con una solucién alcalina formando fenolatos
coloreados tras lo cual se lee fotométricamente a 525 nm.

1. Seleccion del solvente

Para la seleccion del solvente de extraccion se estudia-
ron 5 solventes: agua, etanol, una mezcla agua-etanol (1:1),
acetato de etilo y glicerina, en este ultimo caso se siguieron
los mismos pasos del reporte de la literatura para la obten-
cién del mismo.*’

Para dicho estudio se utilizaron 20 g del material vege-
tal para cada extraccion, la cual debe estar almacenada en
bolsas de nylon y se reenvasaron en un recipiente que permi-
ta trasegar el sélido. El material vegetal y el solvente se afia-
den en un reactor, empleando un tiempo de extraccion de 4 h
una vez alcanzado el reflujo.

El extracto obtenido se filtré con papel de filtro a pre-
sion reducida y se determiné el contenido de antracenderi-
vados libres y totales, realizando 3 réplicas para cada uno de
los solventes.

El solvente 6ptimo resultd ser el que logré extraer un
mayor % de estos componentes.

2. Seleccion de la relacién material vegetal-solvente

Con el solvente seleccionado, se pasé a analizar la pro-
porcién mds conveniente de trabajo con el objetivo de obte-
ner mayores rendimientos de extraccion. Para ello se ensaya-
ron varias proporciones de la relaciéon material vegetal-sol-
vente, fijando en los experimentos la cantidad de materia
vegetal empleada. Para este estudio se realiz6 el mismo pro-
cesamiento de la etapa anterior, comparando el contenido de
antracenderivados libres y totales por triplicado.
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La 6ptima relacién de material vegetal-solvente resulté
ser la que logré extraer un mayor % de antracenderivados.

3. Cinética de extraccion

La cinética se estudi6 con el objetivo de determinar el
tiempo Optimo necesario para garantizar la extraccion total
de los antracenderivados.

Se tomaron muestras de extracto, a los siguientes tiem-
pos de residencia 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 min
y se determind el contenido de antracenderivados libres y
totales, realizando 3 réplicas para cada uno de los tiempos.

El 6ptimo rango o intervalo de tiempo para la extrac-
cién resulté ser el que logré extraer un mayor % de
antracenderivados.

Una vez terminada la fase de estudio para la seleccion
del solvente, la proporcién y la cinética de extraccion, se
obtuvieron 5 lotes, a los cuales se les realizaron los anélisis
anteriormente mencionados por triplicado, reportando el
valor medio para cada pardmetro.

CARACTERIZACION PRELIMINAR DE LOS EX-
TRACTOS OBTENIDOS

* Se realiz6 el andlisis de los extractos para los 5 lotes ba-
sandonos en la generalidad de los parametros descritos en
la literatura.?*-2?

® Para el andlisis fitoquimico de los extractos hidroalco-
hélicos se aplicé el método descrito por Rondina y
Coussio.

® Se realiz6 una caracterizacioén por cromatografia en placa
delgada donde se emplearon placas de silica gel 60 F,,,
preelaboradas, firma MERCK. Como fase mévil se em-
pleé acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13).%*

Una vez corrida la cromatoplaca se observaron a la luz
ultravioleta a 365 nm (ldmpara UV Original Hanau Fluotest)
y posteriormente con vapores de amoniacoy con KOH al 5 %
en metanol.>*

Se empleé como patrén de referencia la aloina Sigma
(St. Louis, Mo, USA), la cual se preparé en concentracion
de 0,25 mg/mL en medio metandlico. Se puntean 20 pL del
estandar y 25 pL de la muestra en cada caso.

FARMACOLOGIA

Ensayo antiviral

Para la prueba de actividad antiviral, primeramente se
necesitd eliminar el solvente de los extractos por lo que hubo
necesidad de concentrar las muestras en un rotavapor Biichi
de 3L y posterior secado en una estufa de vacio a 40 JC por
8 h para la eliminacién total del solvente.

Las muestras fueron evaluadas contra el Herpes simplex
tipo I, el ensayo de citotoxicidad se realiz6 en linea celular
Hep. 2y se calcul6 la toxicidad media (CC, ) para lo cual el
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método colorimétrico del MTT (sales de tetrazonio) donde
se midi6 el % de células sobrevivientes? y para calcular la
dosis efectiva (DE, ), se determiné por observacién de la in-
hibicion del efecto citopatico del virus en el microscopio.

Los experimentos de CC, | y DE, fueron realizados 3 ve-
ces cada uno para poder calcular la desviacién estandar.

Resultados

Estudios con el material vegetal

En la tabla 1 se presentan los valores obtenidos de la
concentracion de antracenderivados totales de los experi-
mentos realizados relativos al estudio de la influencia de la
preparacion de la materia prima vegetal mediante los 2 méto-
dos (MV-1y MV-2).

TABLA 1. Evaluacion de la droga con diferentes modos de prepa-
racion

Experimentos MV-1 MV-2
Antracenderivados totales Antracenderivados
(mg/100 mL) totales (mg/100 mL)
1 34,01 46,10
2 33,98 45,72
3 34,51 44,98
Media 34,10 45,60
DS 0,29 0,57
CV (%) 0,87 1,25
Humedad 3,52 % 5,54 %
Cenizas totales 13,50 % 13,22 %
Sustancias solubles en agua 42,52 % 38,16 %
Sustancias solubles en etanol 10,71 % 5,63 %
Sustancias solubles en
etanol-agua (1:1) 31,86 % 33,28 %
mg/100mL
25
20,15
20 1 19,36
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15
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FIG. 1. Estudio para la seleccion del solvente.



Estudios de obtencidn del extracto

En la figura 1 se muestran los resultados del estudio para
la seleccion del solvente mas adecuado observandose el con-
tenido de antracenderivados libres y totales medios (mg %)
extraidos con diferentes solventes.

mg/10mL
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[ Antracenderivados totales
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FIG. 2. Estudio para la seleccion de la proporcion materia vegetal/
solvente.

Los resultados del estudio para la seleccién de la propor-
cién materia vegetal-solvente se observan en la figura 2 mos-
trandose el contenido de antracenderivados libres y totales me-
dios (mg %) con etanol/agua (1:1) con diferentes proporciones.

En la figura 3 se presentan los resultados de la cinética
de extraccion de los metabolitos de interés en el rango entre
0y 240 min.
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FIG. 3. Cinética de extraccion de antracenderivados

Caracterizacion preliminar de los extractos ob-
tenidos

En la tabla 2 aparece el resumen de las principales pro-
piedades fisico-quimicas y la cuantificacién de
antracenderivados libres y totales en los 5 lotes de extractos
obtenidos.

El tamizaje fitoquimico evidenci6 la presencia de
aminodcidos, aminas, fenoles en general, flavonoides, azi-
cares reductores, quinonas (naftaquinonas y antraquinonas)
y grupos lacténicos.

En la caracterizacion por CCD se pudo observar a la luz
UV 365 nm varias manchas representativas de color naranja,

TABLA 2. Propiedades fisico-quimicas y cuantificacion de los antracenderivados en los extractos

Extractos 1 11 111 v \'% Media CV (%)

pH 5,5 54 5,6 5.4 5,3 5,44 2,09

Densidad relativa 0,9903 0,9989 0,9477 0,9562 0,9326  0,9651 2,93

Indice de refraccién 1,356 1,354 1,370 1,354 1,357 1,3582 0,49

Sélidos totales (%) 2,47 2,81 2,13 2,40 2,35 2,43 10,23

Contenido

alcohdlico (% v/v) 39,95 36,63 43,30 38,30 50,20 41,67 12,87

Identificacion Responden

Antracenderivados

Antracenderivados

libres (mg/100 mL) 3,12 3,07 4,10 3,90 4,20 3,68 12,83

Antracenderivados

totales (mg/100 mL) 29,55 21,74 23,80 24,10 19,60 23,72 15,88

Caracteristicas

organolépticas Liquido viscoso, opaco, de color pardo rojizo y olor caracteristico

Tamizaje

fitoquimico Presencia de azicares reductores, compuestos fendlicos y lactonicos, aminodcidos y aminas en general, quinonas
(naftaquinonas y antraquinonas) y flavonoides

Identificacién:

Presencia de aloina +

por CCD (Rf=0,47-0,49)

C. microbioldgico Cumplen
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FIG. 4. Determinacion de la CC;
6000 del extracto de antracenderivados en
un experimento tipo.

amarillo, carmelita, morado y azul tanto para el extracto como
para el crudo siendo mds intensas en este ultimo, que se co-
rresponde plenamente con la mancha de compuestos
antraquinénicos'*'* siendo la amarilla-naranja de un Rf= 0,48
similar a la caracteristica del estandar de aloina (Rf = 0,4 -
0,5) y la presencia de una mancha azul, inferior a la aloina,
caracteristica de la aloesina.?* También se observa una man-
cha rosado-rojiza que corresponde a la aloemodina.'®

Con vapores de amoniaco todas las manchas intensifi-
can su coloracién y con KOH metandlico hay un cambio de
coloracion a rojo de la mancha correspondiente a la aloina
en las muestras y en el patrén, y la mancha azul fluorece
intensamente correspondiéndose con lo reportado en la lite-
ratura para la aloesina.'®

Actividad antiviral

En la figura 4 se muestran los valores obtenidos de la

toxicidad media (CC, ) en linea celular Hep 2.

Discusion
Estudios con el material vegetal

En estudios anteriores realizados? para ver la influencia
de la preparacion del material vegetal en el proceso de ex-
traccion se escogid el procesamiento de mejores resultados
descritos para este estudio, el de secar y después moler y no
al revés. Esto ademds de facilitar los procesos posteriores de
extraccion, permite obtener un tamafio de particulas peque-
fo y mds homogéneo y no se corre el riesgo de afectar el
contenido de los metabolitos de interés, ni de la contamina-
cién por hongos, lo cual se puede observar en la tabla 1.

Los valores del estudio de la influencia de la prepara-
cién de la materia prima vegetal, los cuales estdn muy rela-
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cionados con los resultados que se puedan lograr durante el
proceso de extraccidn, la forma de molinado y secado, asi
como el orden de la secuencia de realizacion de estas opera-
ciones, pueden garantizar resultados bien diferentes.

Segtn este procedimiento para MV-1, el proceso se difi-
culté de forma considerable al estar la materia prima hime-
da. Sin embargo, al aumentar el drea especifica de transferen-
cia de calor en el secado, la humedad del producto final es
mads homogénea, pero se corre el riesgo de afectar el conteni-
do de los metabolitos de interés (antracenderivados).

El procedimiento para MV-2 permite obtener tamaiio de
particulas menores que en el MV - 1, favoreciendo el proceso
de extraccién. En este procedimiento el producto se puede
obtener con un secado menos homogéneo debido a que se
seca con un area de transferencia de masa mas reducida, lo
cual aumenta los peligros de contaminacién por hongos aun-
que por lo que se puede observar en la tabla 1 estos resulta-
dos no se evidenciaron.

Nuestros resultados demostraron que con el método MV-2
los valores son superiores a los obtenidos con M V-1, por lo
que se sigue ese modo de preparacion de la materia vegetal
para los demads estudios al obtenerse una mayor cantidad de
antracenderivados totales.

Estudios de obtencidn del extracto

Del andlisis de los resultados se observa (fig. 1) que con
glicerina caliente y con la mezcla etanol/Agua (1:1) son su-
periores las concentraciones de antracenderivados totales a
las obtenidas con los otros solventes, coincidiendo para el
primer caso con lo reportado en la literatura.® Por lo que se
selecciond la mezcla etanol/agua (1:1) como el mas adecua-
do solvente para el proceso de extraccidn al presentar una
mayor concentracion de antracenderivados libres y totales.

Para el caso de la extraccién con etanol y acetato de
etilo en la cuantificacién de los antracenderivados libres no
se pudo realizar debido a la miscibilidad de estos con el
solvente de extraccion (éter dietilico) impidiendo la valora-
cién de este pardmetro en dichos solventes.



Como se puede observar, en la figura 2 los resultados
obtenidos con la proporcion 1:6 son superiores a los obteni-
dos con las otras proporciones.

La cinética de extraccion (fig. 3) de los metabolitos de
interés es importante para conocer la preestabilidad del pro-
ducto, ya que se conoce que un calentamiento prolongado
puede incidir en la degradacién de las moléculas o forma-
cioén de resinas y con ello la disminucién del rendimiento del
proceso.

Este estudio permitié obtener la informacién del proce-
so de extraccion, donde a los 60 min el contenido de
antracenderivados libres y totales en funcién del tiempo re-
sultaron superiores para las condiciones a las que se realiza-
ron los experimentos.

Caracterizacién preliminar de los extractos obteni-
dos

En la tabla 2, el andlisis de las muestras (5 lotes) permi-
tié conocer que en el caso de los extractos se observd una
correspondencia entre los sélidos totales y el contenido de
antracenderivados libres y totales de las muestras, represen-
tando el 1 % sobre la base de los sélidos totales.

Durante el experimento V ocurrieron irregularidades que
hacen que los pardmetros oscilen de la media del resto de los
experimentos en algunas de las propiedades, esto puede ser
debido a la época de recolecccion, edad de la planta, agota-
miento del material vegetal, condiciones ambientales y del
suelo, etc.

Como se puede observar el pH oscila entre 5 y 6 el cual
se considera adecuado para este tipo de extracto, los s6lidos
totales estdn en un rango entre 2 'y 3 % y el contenido alcohd-
lico alrededor de un 40 % lo cual es 16gico teniendo en cuen-
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