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Resumen

La aloina es una sustancia presente en el gel de aloe, con gran utilidad en agricultura, la cual sirve como medio
defensa para alejar depredadores de las plantas, es por ello que el objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
genotoxico de la aloina en linfocitos humanos como componente principal de un bioinsecticida. La metodologia
consisti6 en la extraccién de alofna en las hojas de Aloe vera, se realizaron tratamientos a concentraciones de aloina
de 1.0%, 1.5% y 2.0 %, los cuales fueron expuestos en linfocitos humanos, posterior a ello, se realiz6 un proceso
de electroforesis utilizando el ensayo cometa, las imdgenes capturadas fueron con microscopio optika pro view
y analizadas en el software Comet score, teniendo en cuenta la longitud de la cola y porcentaje de ADN, como
resultado se obtuvo mayor dafio en los tratamientos de concentraciones de 1.5 % y 2.0 %. Con lo cual se concluyé
que la exposicién a concentraciones altas de aloina es un factor clave para el dafio en linfocitos humanos.

Palabras Clave: ADN, cometa, dafio, extracto, genotoxicidad.

Abstract

Aloin is a substance present in the aloe gel, with great utility in agriculture, which serves as a means of defense to
ward off predators. The objective of the work was to evaluate the genotoxic effect of aloin in human lymphocytes
as the main component of a bioinsecticide. The methodology consisted in the extraction of aloin in Aloe vera
leaves, treatments were performed at aloin concentrations of 1.0 %, 1.5 % and 2.0 %, which were exposed in human
lymphocytes, after that, an electrophoresis process was performed using the comet assay, the images captured were
with optika pro view microscope and analyzed in the Comet score software, taking into account the length of the
tail and percentage of DNA, as a result greater damage was obtained in the treatments of concentrations of 1.5 %
and 2.0 %. Thus, it was concluded that exposure to high concentrations of aloin is a key factor for damage in human
lymphocytes..
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1. Introduccién

Los bioinsecticidas, son sustancias que son obtenidas de ma-
teriales naturales como plantas o animales, que se presentan
como una alternativa para el control de plagas [1], los cuales
dejan a un lado a los insecticidas a base de quimicos, que
de acuerdo con [2], estos son herramientas agricolas que
guardan asocio con el dafio ambiental y la salud humana.
En la actualidad se realizan estudios para dar a conocer
los bioinsecticidas a base de extractos naturales que traen
mayores beneficios tanto para el cultivo como para la salud
humana como es el caso de la aloina [3]. La planta de Aloe
vera produce esta sustancia, la cual se considera un residuo
ya que este es un liquido toxico para el ser humano, pero en el
caso de la planta este es utilizando como defensa para alejar a
posibles depredadores, por lo que autores como [4, 5] afirman
que este es un compuesto quimico orgédnico que en conjunto
con sustancias fitoquimicas y antioxidantes se encuentran
en la planta, la cual le confiere propiedades medicinales
y nutritivas que podrian ser utilizadas para el control de
insectos-plagas. En la actualidad se plantea la busqueda de
productos de origen vegetal con efectos insecticida, pero sin
perjuicios para el ambiente, lo cual constituye una forma de
retorno a una préctica agricola antigua, pero con tecnologias
innovadoras [6]. Asi mismo se pretende mirar el posible efec-
to que podria tener en el ser humano, es por ello que ensayos
con células humanas han desempefiado un papel importante
en la determinacién de la toxicidad potencial de los agentes
quimicos y fisicos que rodean al hombre, siendo los linfocitos
humanos el modelo celular mas usado en el biomonitoreo
de mezclas biocidas es asi como [7, 8], analizaron el efecto
de pesticidas en la agricultura, mediante linfocitos en sangre
total; de la misma forma investigaciones realizadas por [9],
evaluaron los niveles de plomo en nifios con trastornos del
espectro autista de linfocitos aislados, es como los bioensayos
han sido ttiles para evaluar genotoxicidad, entre los que
se encuentran la electroforesis unicelular en gel, o ensayo
cometa, el cual es una técnica que permite examinar el dafio al
ADN en células de forma individual, empledndose también
en ensayos de antigenotoxicidad [10].

Por otra parte [11], establece que esta técnica es aplicada para
determinar el grado de toxicidad de determinadas sustancias
que causan dafio al ADN, fragmentado su estructura la cual
se liberan durante el periodo de desnaturalizacién alcalina y
generando la cola del cometa durante la electroforesis, el ADN
de alto peso molecular no migra y forma la cabeza del cometa,
Asi, mientras mayor sea el dafo y la fragmentacién generados
por el compuesto genotdxico, mayor serd la longitud de la
cola del cometa [12], es por ello que el objetivo de la presente
investigacion es evaluar el efecto genotéxico de la aloina en
linfocitos humanos.

2. Metodologia
Extraccion de aloina

Para la extraccion de aloina se utilizaron 2 kg de hojas de Aloe
vera, en la cual se realizaron cortes longitudinales de estas
con para extraer el gel del aloe, posteriormente se realizé
un proceso de licuefaccién con agua destilada en relacién
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1:1 de acuerdo a la cantidad de gel, para ello se siguié la
metodologia planteada por [13], mezclando 350 ml de etanol
al 96 %, con 150g de gel de Aloe siendo almacenadas en
bolsas ziploc, posteriormente fueron llevadas a sonicacién en
un equipo Branson 1800 - CPXH 5.7L por unos 60 minutos a
65 °C, seguidamente se realizé un proceso de filtracién con
el cual se obtuvo una mezcla de aloina — etanol, la cual se
someti6 a calentamiento por 70 °C, evaporando el etanol,
hasta obtener la aloina concentrada, de acuerdo con [14], se
ha demostrado que la extraccién de componentes bioactivos
por ultrasonido es un método limpio, sencillo, y rapido en
comparacién con los métodos convencionales.

Identificacion por cromatografia

Para la identificacién de la aloina extraida se realizé un
analisis por cromatografia liquida para lo cual se utilizé un
equipo (UHPLC), Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA, EE.UU.), equipado con una bomba binaria de
gradiente (HP G3400RS), un inyector automatico de muestras
(WPS 300TRS) y una unidad termostada para la columna
(TCC 3000). La interfaz del LC-MS fue la electronebulizacién
(ESI) y el espectrometro de masas fue de alta resolucién con un
sistema de deteccién de corrientes de iones Orbitrap, operada
en modo negativo con un voltaje de capilar de 4.5 kV, la
separacién cromatografia se realizé en una columna Hypersil
GOLD Aq (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.; 100
x 2.1 mm, 1.9 vm de tamafio de particula) a 30 °C, la fase
movil fue: A una solucién acuosa de 1% de &cido férmico y
Bacetonitrilo. La condicién inicial de gradiente fue de 100 %
A, cambiando linealmente hasta 100 % B (8 min); se mantuvo
durante 4 min; el retorné a las condiciones iniciales en 1
min; el tiempo total de corrida fue de 13 min, con 3 min
para post-corrida. La identificaciéon de los compuestos se
realiz6 usando el modo negativo de adquisicién full scan y
extraccién de iones (EIC) correspondientes a los [M-H]- de
compuestos de interés, medicién de masas con exactitud y
precisién de Appm <1 y usando una solucién de referencia
de aloina (sustancia(s) certificada(s) estandar). Asi mismo se
realizaron los célculos de la produccién de aloina en la sébila
que se utiliz6 para la extraccion, posteriormente se calcul6 el
rendimiento porcentual del proceso utilizando la ecuacién 1:

PI - PF

%R = 100 )

Deteccién del dafio

Para la obtencién de los linfocitos se tomaron muestras de
sangre periférica de un voluntario joven (25 afios), los linfo-
citos fueron extraidos con jeringa hipodérmica en un tubo
con heparina 3ml de sangre periférica, dividiendo la muestra
en dos microtubos de 1.5ml seguidamente se centrifuga la
muestra de sangre a 1000 rpm durante 5 minutos, y posterior
extraccién del plasma para lo cual se realizaron tres trata-
mientos con el extracto de aloina a concentraciones 1.0 %,
1.5% y 2.0 % mM respectivamente, utilizando como control
negativo una solucién de Buffer Fosfato (PBS), y como control
positivo se utilizé peréxido de hidrégeno 100uM, realizando
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una mezcla en relacién 1:1 con las diferentes concentraciones
de aloina y los linfocitos, mezclando 70ul de linfocitos y 70ul
del tratamiento respectivo con 3 repeticiones por tratamiento,
asf como los controles positivo y negativo, con exposicion a
temperatura ambiente por 30 minutos.

Ensayo Cometa

Se realiz6 la electroforesis alcalina en gel de células (SCGE),
paralo cual se utilizaron laminillas de portaobjetos que fueron
esmerilados por uno de los extremos con el fin de realizar
un procedimiento de dos capas, seguidamente se prepar6
agarosa al 1.5 % y al 1.0 % en 10ml de buffer, seguidamente
en laminas portaobjetos limpios, con 2 cm de un extremo
esmerilado, se colocé 140ul de agarosa al 1.5 % en la parte
esmerilada llevando a refrigerar hasta lograr solidificacién de
la agarosa (5 minutos aproximadamente), seguidamente se
colocé una segunda capa de agarosa para lo cual se tomé 70yl
de cada tratamiento mezclando cada uno, suavemente con
140ul de agarosa de bajo punto de fusion al 1%, cubriendo
con un cubreobjetos, llevandose a refrigeracién durante 5
minutos, una vez solidificada la se retir6 el cubreobjetos,
dejando el portaobjetos con la segunda capa, posteriormente
fue sumergida en buffer de lisis (NaCl 2.5M, EDTA 0.1M, Tris
HCL 10mM, Tritén X-100) durante 3 horas.

Desnaturalizacién y electroforesis

Para el proceso de desnaturalizacion los portaobjetos fueron
sumergidos durante 20 minutos en el buffer de electroforesis
(Disolucién tampén formado por Tris, borato y EDTA) a 4 °C,
seguidamente, los portaobjetos fueron colocados de forma
horizontal paralelo a los electrodos, sumergidos en buffer de
electroforesis (TBE) realizando la electroforesis a 15V, 300mA
durante 40 minutos, en refrigerador, a temperaturas de 4 °C
a 15 °C, las muestras fueron sumergidas en solucién de PBS
por 3 minutos, luego de ello los portaobjetos se fijaron en
alcohol de 96 % por 3 minutos.

Observacién de los linfocitos

La observacién de las células se realizé por tincién con Redgel
con observacién en el microscopio B-510 Series Optika Italy,
capturando imdgenes con el objetivo 40X, la visualizacién de
los linfocitos se realiz6 con el software Comet Score TM, con
el fin de medir la migracién de ADN (TL), el % de ADN en la
cola (%T), el area de la cola (TA) y el momento de la cola (TM),
estos datos se tuvieron en cuenta para determinar el dafio en
cada exposicién. De acuerdo con [15], los procedimientos de
dos capas son esenciales, principalmente porque brindan un
soporte adecuado a las células que se pretenden analizar y
que a su vez permiten mejor visualizacién.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico Anova 1 factor de los datos
obtenidos en cada tratamiento, determinando las diferen-
cias significativas entre ellos, para lo cual se utilizé como
parametro de referencia la longitud de la cola del cometa,
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medida en pixeles teniendo como base de confianza el 95 %
y un porcentaje de error del 5 % mostrando el tratamiento de
mejores resultados en el proceso.

3. Resultados y discusién
Rendimiento porcentual de la extraccién de aloina

En el proceso de filtracién se obtuvo 160 ml de aloina—etanol,
una vez evaporado el etanol se obtuvo 100ml de aloina, el
rendimiento porcentual del proceso se calculé de la siguiente
manera, donde PI hace referencia al producto inicial el cual
corresponde a 1250g equivalente a 1250ml y PF es el producto
final obtenido

1250ml — 100ml o
*100—W*100—92 Yo (2)

Segtin [16] , mientras mayor es el rendimiento, mds cercano
esta al 100 %, por lo que la mayor parte del producto se puede
recuperar y pesar, donde el rendimiento obtenido fue de 92 %,
lo que indica un porcentaje alto de aloina presente en el Aloe
vera, asi mismo se realiz6 el andlisis por cromatografia con
el cual se determiné la concentracion de aloina presente
la cual fue de 128.1 mg/kg como se observa en la tabla 1,
demostrando una concentracién alta de aloina, asi mismo
en la figura 1 resalta la abundancia relativa presente en la
muestra con un tiempo de retencién de 11.4 respectivamente.

RT: 11.43
MA: 601711

Relative Abundance
O\
o

|
i ‘ '
105
| Ul
RT. 1142
MA: 603703

Figura 1: Abundancia relativa de las muestras analizadas

Se calculd la produccién de aloina de acuerdo con lo plantea-
do por [17], en la ecuacién 3, en la que se obtuvo un resultado
de produccion de 1.602mg.

(concentracién de aloina)(masa seca)
100

Produccién de aloina =

(128,2mg/kg)(1,250)
100

Produccién de aloina = =1,602mg

®)

De acuerdo con [18], se ha demostrado que cuando los suelos
donde se siembra la sébila se fertilizan con nitrégeno, se
logra aumentar la cantidad de aloina producida en la planta.
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Visualizaciéon

De acuerdo con [19], la coloracién con gel red fue eficiente
permitiendo la observacién de los linfocitos, donde la in-
tensidad de fluorescencia en la cola es comparada con la
intensidad completa del cometa para determinar el % DNA
degradado como lo menciona [20], es asi como al realizar el
analisis del control positivo se encontré que la longitud de
la cola fue de 34pixeles con un porcentaje del 6.18 %, con el
cual no se observo dafio en los linfocitos como se aprecia en
la figura 2.

Figura 2: A) Control positivo: peréxido de hidrogeno; B) Linfocitos
completos. Control negativo: PBS

Con los datos obtenidos de las células evaluadas se deter-
min6 el dafié presentado ya que la longitud de la cola es
directamente proporcional al dafio de la célula ver Tabla 2.

Existen diferentes posibilidades para evaluar y medir la
extension del dafio cometa que ajuste esta prueba a un tnico
sistema de valoracién [21], de igual manera autores como
[22, 23] en sus investigaciones reportaron la rotura de ADN
en linfocitos humanos a través de los valores de %ADN de la
cola (%T) y el momento de la cola (TM). Por otra parte, el
tratamiento 1 de concentracion 1.0 % no registré darfio en los
linfocitos en comparacién con el tratamiento 2 de 1.5 % como
se observa en la Figura 3.

Figura 3: Tratamiento al 1.0 % y 1.5 % de aloina

En este ultimo se registraron 5 linfocitos en diferentes posi-
ciones de cada placa, siendo la mayor longitud de 23pixeles
con 4.95 % de ADN en la cola, lo que muestra un dafio mayor
que el de C1 c6mo se observa en la Tabla 3.

En cuanto al tratamiento (C3), el mayor dafio fue el de 25px
con longitud de la cola 3.16 % de ADN, demostrando mayor
dafio en relacién con los tratamientos anteriores ver tabla 4.

En la figura 4 se observa una célula con una migracién del
ADN con 6.78 % de ADN en la cola.

Anilisis Estadistico

El analisis de varianza mostré que con respecto al control
positivo y el tratamiento C1 se determiné la diferencia con
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TL=158.00
TA=1.00
TI=13128
TMI=13128.00
xT=6.18
TM=1.221

Figura 4: Tratamiento 2.0 % de aloina (C3)

el control, teniendo en cuenta el valor-P. por lo que acuerdo
con [24], el valor de p es la probabilidad de obtener, por azar,
una diferencia mayor a la observada, obteniéndose un valor
de P-valor= 0.0012, dado que el valor P es inferior a 0.05,
existe una diferencia significativa entre la longitud de cola
media de un nivel de tratamientos a otro al nivel de confianza
del 95.0 %,por lo que la media de la longitud de la cola del
control negativo tiene una diferencia significativa con la del
tratamiento C1 (1.0 %), asi mismo se comparé con el control
negativo donde el valor de P-valor fue de 0.3466, dado que
el valor P es mayor o igual a 0.05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la longitud media de la
cola de tratamientos a otro al 95.0 % de nivel de confianza,
por lo que entre el tratamiento C1 (1.0 %) y el control negativo
no existe una diferencia significativa, como se observa en la
figura 5.

contrelnegative |

controlpostive H

tratamientos

tratamiento1

)
longitud de cola

Figura 5: Comparacién de longitudes de cola del tratamiento C1 con
el control positivo y negativo.

En el tratamiento (C2) fue comparado con el control positivo
el cual mostré un valor de P- de 0.0926 el cual es mayor o
igual a 0.05, por lo que no existe una diferencia significativa
entre la media de la longitud de cola y el tratamiento al
95.0 % como nivel de confianza, por lo que el tratamiento C2
no mostré diferencia con el control positivo, siendo mayor
el dafio con este tratamiento, Asi mismo fue comparado
con el control negativo con el cual se obtuvo un valor de P
de 0.0027, diferencia estadisticamente significativa entre la
media de longitud de la cola y el tratamiento evaluado, como
se observa en la figura 6.
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controlnegative |

controlpostive

= m

Figura 6: Comparacién de longitudes de cola del tratamiento C2 con
el control positivo y negativo.

tratamientos

Con respecto al control negativo, en relacién con el control
positivo no se presenté diferencia. En la figura 7 se muestra
el intervalo del tratamiento C2 Y C3 se interponen ya que
sus medias son aproximadas.

A

1
e

controlneg controlposit tratal trata2 tratad
tratamientos

26

21

longitud de cola

Figura 7: Intervalo de la media de la longitud de cola de cada trata-
miento.

Asi mismo se observé que el intervalo del tratamiento C3 'y
el de control positivo se alcanzan a interponer, demostrando
que el tratamiento C2 y C3 son los tinicos donde se presentan
dafio significativo de la célula, ya que estos tratamientos
presentan una mayor concentracién de aloina por lo que se
puede establecer que el dafio de la célula es directamente
proporcional a la concentracién de la aloina, posterior a esto
se realiz6 un andlisis de varianza para determinar si las
diferencias entre las medias de cada tratamiento presentan
significancia entre ellas para asi determinar la afectacién o
no de la aloina en los linfocitos como hipétesis planteada ver
Tabla 5.

Una p <0.05 demuestra que la hipétesis nula es falsa y
una p >0,05 que la hipétesis nula es verdadera, la hipotesis
nula determina que la aloina como bioinsecticida no tendria
alguna incidencia sobre los linfocitos humanos, puesto que
el valor p es 0.0000, la hipétesis nula se rechaza por lo que
la longitud de la cola de los cometas formados presenta
medidas diferentes.

4. Conclusiones

La formacion de cometas en los linfocitos humanos es un
indicador de la degradacién del ADN, siendo este la refe-
rencia para la determinacién del dafio que, aunque no se
registraron dafos significativos en las células evaluadas, se
logré determinar que la concentracion del extracto de aloina
es un factor clave para el dafio en los linfocitos humanos, ya
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que la degradacion del ADN es directamente proporcional
a la concentracién de extracto de aloina, demostrando que
a mayor concentracién de aloina en los tratamientos mayor
dafio causara este en las células.
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Tabla 1: Andlisis de aloina obtenida por UHPLC

Concentraciéon de aloina en
las muestras mg kg™!

Compuesto  Tiempo de retenciéon NMC 992560-01-EB
analizado tg en minutos mgkg’]
analisis cuantitativo
de aloina
Aloina 11.4 0.1 128.1

Tabla 2: Medidas de los linfocitos en el control positivo y negativo

Control positivo (+) Control Negativo (-)
% ADN de Longitud Area % ADN de Momento % ADNde Longitud Area % ADN de  Momento
la cabeza (%H) delacola delacola de la cola de la cola la cabeza delacola delacola de la cola de la cola
(TL) () (TAYpx) (%) (TM) (%H)  (TDEx)  TAPX) (%] (TM)
93.8 34.0 1.0 6.1 2.1 99.5 0.0 1.0 0.4 0.0
94.5 13.0 1.0 5.4 0.7 99.9 0.0 1.0 0.04 0.0
94.2 25.0 1.0 57 1.4 99.8 0.0 1.0 0.1 0.0
96.8 12.0 1.0 3.1 0.3 99.8 0.0 1.0 0.1 0.0
89.6 25.0 1.0 10.3 2.5 99.8 0.0 1.0 0.1 0.0
Tabla 3: Medidas de los linfocitos en el tratamiento C1 (1.0 %), y C2 (1.5 %)
Tratamiento C1 Tratamiento C2
% ADN de Longitud Area % ADN de Momento % ADNde Longitud Area % ADN de  Momento
la cabeza (%H) delacola delacola dela cola dela cola la cabeza delacola delacola de la cola de la cola
(TLD) (px)  (TA)(Px) (%T) (T™M) (%H) AD)(px)  (TA)px) (%T) (T™M)
99.7 0.0 1.0 0.2 0.0 98.1 7.0 7.0 1.8 0.1
99.5 0.0 1.0 0.4 0.0 97.7 8.0 8.0 22 0.1
99.6 0.0 1.0 0.3 0.0 95.0 23.0 23.0 49 0.1
99.8 5.0 1.0 0.1 0.0 97.6 11.0 11.0 2.3 0.2
99.6 0.0 1.0 0.3 0.0 95.8 12.0 12.0 4.1 0.4

Tabla 4: Medidas de los linfocitos en el tratamiento C3

% ADN de Longitud Area % ADN de  Momento
la cabeza (%H) delacola delacola delacola de la cola

T (Y TApY (%D (TM)
96.5 8.0 1.0 3.4 0.2
97.5 10.0 1.0 2.4 0.2
94.1 11.0 1.0 5.8 0.6
93.2 18.0 1.0 6.7 1.2
96.8 25.0 1.0 3.1 0.7

Tabla 5: Andlisis de varianza de los tratamientos aplicados

Fuente de variacién Suma de cuadrados Grados de libertad Cuadrado medio F-ratio P-valor

Entre grupos 1721.8 4 430.4 11.9 0.00
Dentro de grupos 722.8 20 36.1
Total (Corr.) 2444.6 24
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