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Resumen

La literatura afirma que la aloina cuenta con propiedades bioinsecticidas y es una gran
alternativa para la agricultura, pero también es importante evaluar su efecto genotdxico ante los
linfocitos humanos, ya que los trabajadores estaran expuestos a esto. Para esto, se llevd a cabo la
extraccion de la aloina de las hojas de Aloe Vera por medio de la técnica de licuefaccion, se le
determinaron caracteristicas fisicoquimicas, se prepararon tratamientos con diferentes
concentraciones (1,0%; 1,5% y 2,0%) y para el control positivo se utilizé hidrogeno de perdxido
y para el control negativo PBS. Por otro lado se obtuvieron linfocitos humanos de una muestra
de sangre propia, extraida en un laboratorio externo a la universidad francisco de Paula

Santander.

Los linfocitos humanos y los tratamientos se sometieron a electroforesis alcalina en gel de
células (SCGE) o ensayo cometa, las muestras fueron impregnadas en agarosa de bajo punto de
fusion, se realiz6 una técnica de sandwich para proteccion y fijacion de las células.
Posteriormente se dejaron sumergidas en solucion lisis por 3 horas, seguidamente se sacaron y se
desnaturalizaron en buffer por 20min, finalmente se llevaron a electroforesis alcalina. Las
muestras se tifieron con gel red, los linfocitos se observaron en el objetivo de 40x, las imagenes
fueron capturadas por optika pro view y evaluadas en el software comet score donde la longitud
de colay el porciento de ADN en la cola fueron el pardmetro que se tuvo en cuenta para la
medicion. Mostrando un mayor dafio en los tratamientos con concentraciones de 1,5%(C2) y
2,0%(C3). Podemos concluir que la concentracidn de extracto de aloina es directamente

proporcional al dafio de los linfocitos humanos.
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Introduccion

La mayor parte de los problemas fitosanitarios estan causados por bacterias, hongos, insectos
0 virus que colonizan diferentes partes de la planta atacada, provocando efectos diversos desde
una disminucion de la calidad de los productos de interés hasta la pérdida total de las cosechas.
De ahi que sea del mayor interés el control de las plagas y las enfermedades de los vegetales,
sobre todo de los de interés agricola. (Padilla, 2017). A causa de esto los bioinsecticidas son una

gran alternativa para el control de plagas.

Una de las ventajas de la biotecnologia agricola ha sido el impulso del empleo de
bioinsecticidas, los cuales tienen como objetivo primordial proteger al ambiente y mejorar la
calidad de los alimentos. (Tamez, 2001). Partiendo de esto, queriendo dejar a un lado a los
insecticidas a bases de quimicos perjudicales para el ambiente y salud humana, se hacen 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 sabila, en la cual se
encuentra la aloina que es el principal compuesto fendlico y el componente mayoritario en las

hojas de esta planta. (Groom y Reynolds, 1986, como se cit6 en Matos, 2011).

Siendo uno de los compuestos que ésta secreta como defensa contra depredadores. (Esteban
et al., 2001 como se citdé en Matos, 2011). Su principal metabolito secundario es la aloina, el cual
es considerado como el principio activo de la planta, se produce en mayor concentracion y ha
sido empleado como un marcador taxonémico de donde deriva el nombre del género Aloe. Este

compuesto, en conjunto con una cantidad alta de fitoquimicos y antioxidantes que se encuentran
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en la planta, le confiere las propiedades medicinales y nutritivas que posee. (Pandey y Singh,

2016; Cardarelli et al, 2017).

Aunque es un gran error considerar los productos de origen vegetal y, por ende, los
insecticidas vegetales como productos inocuos. Existe una gran cantidad de productos vegetales
gue son muy tdxicos; basta recordar que Socrates fue condenado a muerte por ingesta de cicuta
(Cicuta spp.), un extracto acuoso muy venenoso de esta planta. (Silva, Lagunes, Rodriguez &
Rodriguez, 2002). Por esto, las investigaciones relacionadas con el tema de la genotoxicidad
adquieren cada dia mayor importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del
ambiente al que se encuentra expuesto el hombre moderno. (Arrebola y Ferndndez, 2003). El
ensayo cometa consiste en embeber las células en agarosa de bajo punto de fusion para formar un
microgel, someterlas a lisis para remover todas las proteinas celulares y permitir el posterior
desenrrollamiento por la interrupcion de los enlaces por puentes de hidrégeno entre las dobles
cadenas del ADN bajo condiciones alcalina/neutras (Arrebola y Ferndndez, 2003) En base a esto,
nuestra investigacion busca evaluar la incidencia que tiene la aloina como componente
fundamental de un bioinsecticida en los linfocitos humanos, el cual determinaremos con la ayuda

del ensayo cometa.
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1. Problema

1.1 Titulo

Evaluacion Genotoxica En Linfocitos Humanos De La Aloina Componente Principal De Un

Bioinsecticida En Linfocitos Humanos

1.2 Planteamiento del problema

La industrializacion, los intereses econdmicos de los grandes productores de plaguicidas, asi
como la necesidad de controlar quimicamente las plagas, favorecié su fabricacion y consumo a
escala mundial y origino, a su vez, una carrera incesante en la busqueda de compuestos analogos
menos toxicos al ser humano y mas efectivos y selectivos con las plagas. Sin embargo, al paso de
los afios se hicieron evidentes los efectos indeseables de los plaguicidas sobre la salud del ser
humano y sobre el medio ambiente. Independientemente de sus beneficios, los plaguicidas son
sustancias quimicas deliberadamente toxicas, creadas para interferir algin sistema biolégico en
particular y que carecen de selectividad real. (OMS, 1993). Por esta razdn, un gran nimero de
acciones regulatorias se ha llevado a cabo en cuanto al uso indiscriminado de plaguicidas
sintéticos debido a todos sus efectos perjudiciales, y se han establecido limites maximos
permisibles de residuos de plaguicidas en los alimentos para que puedan comercializarse y
consumirse. (Isman, 2006). Por consiguiente, a nivel mundial se ha extendido el uso de
insecticidas de origen natural debido a las tantas ventajas que reporta su uso, las cuales van desde
menor riesgo para la salud hasta la rapida degradacién y la no presencia de residuos en los

cultivos. (Pérez, 2012).
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El Aloe vera contiene Glucosidos antraquindnicos (aloina, barbaloina, emodina) los cuales
estimulan el crecimiento de los fibroblastos y la produccién consiguiente de colagenos, de modo
que se acelera la cicatrizacion. (Cameron, 2013). La aloina es una antraquinona y uno de los
compuestos mas importantes de las hojas Aloe. La concentracion de este metabolito secundario
en las hojas de Aloe vera esta condicionada por diferentes factores como la especie, las
condiciones de cultivo, etc. Ademas, la aloina tiene un gran interés ya que se le atribuye la
capacidad antifungica y bacteriana de los extractos de Aloe. (Valverde et al, s.f.). Ya que es el
principal componente del acibar, que la planta secreta como defensa para alejar a posibles
depredadores por su olor y sabor desagradable. También interviene en el proceso de control de la

transpiracion en condiciones de elevada insolacion. (Morales, 2018).

En vista de que la aloina cuenta con propiedades bioinsecticidas, es una gran alternativa para
la agricultura pero ¢qué efectos puede desatar esta en los trabajadores expuestos? Ya que dicho
componente es un glicésido antraquindnico que le confiere propiedades laxantes al acibar y se
utiliza en 33 preparados farmacéuticos produciendo en ocasiones alergias a personas sensibles.
(Morales, 2018). Segun Rivero, Rodriguez, Menéndez, Fernandez, Barrio y Gonzalez (2002) la
antraquinona es un potente laxante y por ello se debe minimizar hasta concentraciones
permitidas o eliminar cuando el gel se va emplear para el consumo directo 0 como materia
prima para la fabricacion de otros productos alimenticios, en este sentido la Union Europea
establece el limite maximo de concentracion de aloina en productos destinados al consumo

humano, siendo éste de 0,1mg/kg (CEE 88/388).
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1.3 Formulacion del problema

¢La aloina como componente principal del bioinsecticida tendra alguna incidencia en el

DNA de los linfocitos humanos?

1.4 Justificacion

Los principios activos responsables de la actividad antifungica del Aloe vera no se conocen
con exactitud, aunque se ha puesto de manifiesto que algunas moléculas presentes en varias
especies de Aloe sp, como aloe-emodina y aloina, tienen actividad antifingica frente a
Aspergillus sp, Fusarium sp y Cladosporium sp. (Ali et al., 1999). EI mecanismo de accion por el
cual los extractos de aloe inhiben el desarrollo de los hongos no se conoce con exactitud, aunque
se ha propuesto que aloina o barbaloina afectan en gran medida a los fosfolipidos de las
membranas, lo que conduce a cambios notables en las propiedades fisicas de la membrana. Estas
alteraciones consisten en cambios de la interfase de lipido/agua en los fosfolipidos cargados
negativamente y perturbaciones del ndcleo de la bicapa, que estan relacionadas con la actividad

antimicrobiana de la aloina. (Alves, Pérez, Estepa & Micol, 2004).

En este sentido, en una amplia gama de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas y de
cepas de hongos, la aloina y la 7-O methylaloeresina A han mostrado una fuerte actividad
antimicrobiana. (Asamenew, Bisrat, Mazumder & Asres, 2011). Segun estudios realizados el
porcentaje de heridas infectadas por los diferentes hongos en las hojas de las diferentes especies
de Aloe se correlaciond negativamente con la concentracion de aloina de sus geles, lo que indica

que la aloina puede ser uno de los componentes mas importantes del gel de aloe mas importante
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relacionado con la actividad antifungica. (Navarro, 2013). Y aunque el uso de extractos vegetales
en el control de plagas toma cada vez mas relevancia en el &mbito cientifico, también es
pertinente evaluar el efecto del extracto vegetal en las células humanas, como es en este caso la
aloina, pese a que los estandares internacionales, como los establecidos por ASC (Aloe Science
Council) y la Union Europea (CEE Directiva del Consejo 88/388) ha fijado un limite maximo
para la concentracion de aloina permitidos en alimentos y bebidas de 0,1 mg / kg, la seleccion de
estas plantas con altas concentraciones de aloina, resulta atractivo tanto para programas de
mejoramiento genético, como para ser utilizadas comercialmente, cuando su uso es para la

industria manufacturera de cosméticos y farmacos. (Molero et al., 2016).

En cuanto a los efectos potenciales del Aloe Vera en las células humanas, el gel suprime la
carcinogénesis, la aloina muestra efectos quimioprotectores y el Aloe emodina ha demostrado
inhibicion de las células cancerosas. (Saravia, 2021). Ademas, la Aloina, aloe emodina y otras
antraquinonas presenta accion laxante, acemanano aumenta permeabilidad intestinal. (Sanchez,
Lépez, Sendon & Sanches, 2017). Por otra parte, se ha reportado que la sébila genera beneficios
a la salud, como en el caso de Pérez et al. (2007) donde observaron que un extracto metanolico
de la sabila disminuy0 la resistencia a la insulina en ratones de laboratorio y ésta disminucion se
relaciono con su capacidad antioxidante; ademas, el extracto se caracteriz6 y entre los
compuestos mayoritarios se encontro a la aloina. Sin embargo, existen estudios contradictorios
que sefialan que la aloina actia como un prooxidante, ocasionando rupturas en las hebras de
ADN (Tian y Hua, 2005). En este sentido, la investigacion sobre la incidencia de la aloina en los
linfocitos humanos suma importancia para la determinacién de efectos negativos o positivos a la
salud humana y ambiental, tanto para los trabajadores expuestos a su manipulacién, como al

medio ambiente. Para esto desde hace varias décadas el ensayo Cometa, o electroforesis alcalina
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de células individuales, se ha convertido en un método establecido para el estudio del dafio de
acido desoxirribonucleico, con multiples aplicaciones en ensayos de genotoxicidad, estudios de
biomonitoreo en humanos, epidemiologia molecular y ecotoxicologia; asi como una herramienta
fundamental para investigaciones sobre dafio y reparacion del acido desoxirribonucleico. (Rey et
al., 2016). Para la realizacién del siguiente proyecto se tendra en cuenta las siguientes etapas:
Una primera etapa que consiste en la caracterizacion del extracto de aloina por cromatografia el
cual permitira conocer los componentes presentes en dicha muestra, como segunda etapa se
determinara los tratamientos a aplicar a los linfocitos humanos, como tercera etapa se
determinara la genotoxicidad que podria darse en linfocitos humanos; es por ello que con esto se

pretende evaluar la aloina y su posible afectacion en las personas.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general. Evaluar el efecto genotoxico de la Aloina en linfocitos humanos

como componente principal de un biopesticida

1.5.2 Objetivos especificos. Determinar el rendimiento de la aloina presente en las hojas de

Aloe vera de la variedad (Barbadensis miller) mediante técnicas de licuefaccion.

v' Caracterizar mediante la técnica de cromatografia liquida la Aloina extraida del ole vera

(Barbadensis miler).

v Identificar el efecto genotoxico de diferentes tratamientos de la aloina en linfocitos

humanaos.
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1.6 Delimitacion

1.6.1 Delimitacion Espacial. El presente trabajo de investigacion se llevara a cabo en la
Universidad Francisco de Paula Santander en los laboratorios del complejo experimental

Campos Eliseos ubicado en el kildémetro 4 en direccion hacia el municipio de los Patios

1.6.2 Delimitacion Temporal. Se estima que el desarrollo de las actividades programadas
en el presente proyecto tendra una duracion de cuatro meses aproximadamente a partir de la

aprobacion del proyecto.

1.6.3 Delimitacion Conceptual. En el desarrollo de este proyecto se tendran en cuenta los

siguientes conceptos:

v" Anélisis cuantitativo

v" Analisis fisicoquimicos

v" Espectrofotometria

v’ Cromatografia liquida
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2. Marco referencial

2.1 Antecedentes

2.1.1 A Nivel Internacional. Toxicidad por insecticidas organofosforados en fumigadores

de Camparia contra el Dengue, estado Aragua, Venezuela, afio 2008. (Gémez & Céceres G., 2010)

Un estudio descriptivo sobre las condiciones de salud y su relacién con la exposicion a
plaguicidas, de los “fumigadores” de la campafa contra el dengue. Aunque en la investigacion
no se demostro significacion estadistica, el estudio observé que a mayor cantidad de afios de
labor, mayor era la intensidad de los signos y sintomas de intoxicacion llegando a producir
enfermedades. Se pudo concluir sobre el riesgo presente en los fumigadores de la Corporacion de
Salud del estado Aragua, los cuales en sus labores: pesan y transfieren insecticidas manualmente,
cumplen labores entre seis y ocho horas diarias, la mayoria trabaja con su propia ropa, aunque
CORPOSALUD les proporciona mientras estan en servicio; guantes, mascarillas, bragas, gorras,

botas de seguridad, los cuales no usan con regularidad por resultarles incomodos.

Obtencion y caracterizacion preliminar de un extracto de Aloe vera L. con actividad

antiviral. (Martinez, Leyes, Castillo, Fernandez, Barrio & Sanabia, 2002).

En el presente trabajo se abordd la obtencion de un extracto de la corteza de Aloe vera L., su
posterior caracterizacion y la determinacion de la efectividad media frente al virus Herpes
simplex tipo 1 (HSV-1). Se concluy6 que el extracto obtenido present6 una accién antiviral in

vitro frente al virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) en las condiciones de trabajo ensayadas.
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Efecto de dos extractos botanicos y un insecticida convencional sobre el depredador

Chrysoperla externa. (lannacone & Lamas, 2002).

En la siguiente investigacion la rotenona y la azadiractina (componente principal del nim),
productos de origen botanico, y el plaguicida carbamico cartap, inicialmente de origen animal,
fueron evaluados sobre huevos, larvas de primer instar (L1 ) y pupas de C. externa, en
bioensayos ecotoxicoldgicos realizados en el laboratorio. En el estudio ninguna de las tres
sustancias provoco efectos en L1 en ensayos de ingestion con huevos de Sitotroga cerealella
impregnados de las sustancias. Por tanto, la L1 de C. externa fue el estado de desarrollo
inmaduro mas sensible. Se discute la posibilidad de empleo de los insecticidas botanicos y C.

externa en programas de manejo integrado de plagas.

2.1.2 Ambito nacional. Actividad insecticida de extractos vegetal es sobre Aedes aegypti

(Diptera: Culicidae) vector del dengue en Colombia. (Parra, Garcia & Cotes, 2007)

En la investigacion se determind la toxicidad de extractos etandlicos de Annona
muricata (guanabana), Meliaazedarach (cinamono) y Ricinus communis (ricino) sobre larvas de
cuarto estadio de Aedes aegypti. Esta investigacion se llevé a cabo mediante un disefio
completamente al azar se realizaron bioensayos para determinar la toxicidad de diferentes
concentraciones de extractos vegetales sobre Ae. Aegypti. Los resultados de toxicidad se
consideran promisorios por estar por debajo de laconcentracion maxima (5 000 ppm)
recomendada por la Agencia de Cooperacion Técnica Alemana (GTZ). Es necesario evaluar las

fracciones de los extractos para detectar posible actividad a concentraciones menores.
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Residuos de insecticidas organoclorados en leche humana y de vaca en Colombia. (Melo

& Vallejo, 1990).

La siguiente investigacion tenia como objetivo determinar la presencia de insecticidas
organoclorados en la leche humana y de vaca. Donde se hallaron cantidades detectables de
insecticidas organoclorados en gran parte de las muestras; en todas se encontrd6 DDT. En 35%
del total de las muestras de leche humanay en 45% de las de leche fresca de vaca se hallé
lindano (gamma HCH). También se encontraron dieldrina, heptacloro epdxido (metabolito del
heptacloro) y transnonacloro (metabolito del clordano) en porcentajes menores de las muestras.
Como conclusién debe sefialarse que los posibles efectos a largo plazo de los insecticidas, ain no
dilucidados, justifican que se consideren un factor de alto riesgo para las comunidades, en

especial para los grupos vulnerables.

Evaluacién del potencial genotoxico de fitoproductos autéctonos activos contra
Leishmania y Trypanosoma mediante el test de ames y el ensayo cometa. (Navarro, Bonilla &

Trujillo, 2006).

En este trabajo evaluaron dos fracciones extraidas de una planta del genero Sapindus,
con actividad anti-Leishmania y anti-Trypanosoma para determinar su eventual efecto
mutagénico o genotoxico, mediante el Test de Ames y el Ensayo Cometa. Y como
resultados el test cometa demostré que ninguna de las fracciones es mutagenica en las
cepas de Salmonella typhimurium evaluadas, TA-100 y TA-98. De manera interesante,
gracias al test cometa se pudo demostrar que la fraccion 3S-F mostro no ser genotoxica en

linfocitos humanos de sangre periférica, lo cual permite postular esta fraccion como
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candidato para continuar su desarrollo como posible tratamiento contra la Leishmaniosis y

la enfermedad de Chagas.

2.1.3 Ambito Regional. Evaluacion genotoxica del aire de Pamplona-Colombia por el

ensayo cometa. (Quijano, Quijano & Meléndez, 2017).

El objetivo de la investigacion fue determinar los Hidrocarburos Aromaéticos Poli ciclicos
(HAP) extraidos con el sistema Diclorometano-etanol tolueno en muestras del aire de Pamplona
(PM 2.5) y evaluar la genotoxicidad por el ensayo cometa. Y como conclusion llegaron a que
existe un riesgo para la poblacion expuesta, debido a que el PM del municipio de Pamplona
muestra genotoxicidad, la cual probablemente se debe a los HAP Benzo (a) pireno, Benzo (b)
fluoranteno, Benzo (k) fluoranteno, Criseno, asi como a los metales (Cr, Ni, Pb) encontrados en
la materia orgénica del PM2.5 de esta localidad, esta genotoxicidad esté relacionada con las

emisiones de los motores Diesel que circulan por la ciudad.

Caracterizacion mutagénica, genotdxica e identificacion de compuestos orgénicos en el
material particulado fraccion respirable PM2.5 en Pamplona-Norte de Santander-Colombia.

(Martinez, 2011).

En esta investigacion se identificaron los compuestos organicos presentes en el material
particulado fraccion respirable PM2.5 en la ciudad de Pamplona -Norte de Santander-Colombia;
se determind la actividad mutagénica a partir del test de Ames y la deteccion del dafio del DNA
por ensayo cometa. La deteccion del dafio del DNA se realizo por medio de la prueba de

electroforesis alcalina de células individuales o ensayo cometa; se detect6 el rompimiento de
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cadenas en el DNA en sitios labiles al &lcali de los cometas obtenidos, que se observaron en un

microscopio de fluorescencia.

2.2 Marco teérico

2.2.1 Aloe Vera (Barbadensis Miller). El Aloe Vera es una planta de gran interés medicinal
utilizada como tal desde hace mas de 3000 afios. De alrededor de 300 especies de Aloe, se ha
demostrado cientificamente que son cuatro tipos los que presentan mayores propiedades
medicinales: Aloe Barbadensis Miller, Aloe Perryi Baker, Aloe ferox y Aloe Arborescens. No
obstante, el Aloe Barbadensis Miller es considerada como la méas utilizada en la medicina
curativa y la mas popular en el mundo entero llamada comunmente Aloe vera. (Vega, Ampuero,

Diaz & Lemus, 2010).

La sabila (también llamada: Aloe (Barbadensis Miller), actualmente se utiliza como
antioxidante, estimulante de los procesos digestivos, y cicatrizante. El gel de aloe ha tenido
diversas aplicaciones por la actividad bioldgica de sus componentes, esta conformado por
agua en un porcentaje de 99,5%, 0,5% restante; corresponde a materia con: vitaminas,
minerales, enzimas, polisacaridos, compuestos fendlicos y 4&cidos organicos.
(Restrepo y Aristizabal, 2010). De esta lo més utilizado son las hojas, cada una estd compuesta
por tres capas: una interna que es un gel transparente que contiene 99% de agua y el resto esta
hecho de glucomananos, aminoacidos, lipidos, esteroles y vitaminas; la capa intermedia o latex
que es la savia amarillo amarga contiene antraquinonas y glucosidos y la capa externa gruesa
Ilamada corteza, que tiene la funcion de proteccion y sintesis de carbohidratos y proteinas.

Dentro de la corteza los haces vasculares son responsables del transporte de sustancias como el
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agua (xilema) y almidon (floema). (Surjushe et al. , 2008 y Vega et al. , 2014, como se cit6 en
Ferraro, 2019). En cuanto a la composicién quimica del Aloe vera presenta constituyentes
fendlicos; son generalmente clasificados en dos principales grupos: cromonas como la aloesina y
antraquinonas como la barbaloina, la isobarbaloina y la aloemodina de la capa interna de las
células epidermales de la hoja, siendo responsables de la actividad de laxante drastico del Aloe.
La presencia de polisacaridos es lo méas destacado de la composicion del gel o mucilago de Aloe

vera y son ellos los que ostentan las propiedades por las que se conoce. (Martinez et al, 2002).

Entre estos compuestos de la sabila se encuentra la aloina que es el principal compuesto
fendlico y el componente mayoritario en las hojas de esta planta (Groom y Reynolds, 1986,
como se citd en Matos, 2011). Siendo uno de los compuestos que ésta secreta como defensa
contra depredadores (Esteban et al., 2001 como se cit6 en Matos, 2011). Esta se encuentra en
alta concentracion en el acibar (jugo viscoso de color amarillo y sabor amargo que se obtiene de
las hojas del Aloe Barbadensis al ser cortadas transversalmente). (Lozano et al, 2011). Por otro
lado, la aloina es altamente valorada en la industria farmacéutica pero se considera contaminante
en los productos alimenticios a base de Aloe vera. De hecho, en los paises europeos, el limite de
regulacion del contenido de aloina es de 0,1 ppm en alimentos y bebidas, mientras que el
Consejo Cientifico Internacional de Aloe vera (IASC) establecid una concentracion de aloina
inferior a 10 ppm en una solucion de Aloe vera con sélidos al 0.5% para consumo oral (Javed y

Atta-Ur-Rahman, 2014 citado en Favela, Cortez, Rios, Esqueda, Cadillo & Fuentes, 2020).

La aloina (10-C-R3-glucopiranosido de Aloe-emodin-antrona) es un metabolito considerado
como un C-heterdsido (o también Ilamado glucosido antraquinénico) producto de la

combinacion de una antraquinona simple (genina) con un azlcar (glucosa). La aloina se extrae
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de fuentes naturales como una mezcla de dos diastereoisomeros, llamados aloina-A (también

conocida como barbaloina) y aloina-B (o isobarbaloina) (Dagne, e, bisrat, d; viljoen, a; van wyk,

b-e (2000).

Figura 1. Planta de Aloe Barbadensis Miller. Fuente Jardin casero

Tabla 1. Taxonomia de Barbadensis Miller.

TAXONOMIA
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Llilidae
Orden: Asparagales
Familia: Asphodelaceae
Subfamilia: Asphodelaceae
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Género: Aloe

Especie: Aloe Vera

Nota. Fuente (Garcia Silvia, 2006)

La planta de Aloe Vera, contiene entre 99 y 99.5% de agua, con un pH medio de 4.5. El
material restante solido contiene mas de 75 ingredientes diferentes incluyendo vitaminas,
minerales, enzimas, azucares, antraquinonas o compuestos de fendlicos, lignina, saponinas,
esteroles, aminodacidos y el acido salicilico. (Jia, Zhao, y Jia. 2008). La planta contiene vitamina
A, antioxidante importante; C; F; B (tiamina), niacina, B2 (riboflavina), colina y el acido félico
esta también presente 2(GIFAP, Bruselas, Bélgica, 1993). Otros investigadores han reportado
que la composicion quimica de la Aloe vera esta constituida por una mezcla compleja de
compuestos como se muestra en la Tabla 2 y que mas de 20 de estas sustancias poseen
actividades benéficas para la salud.( Reynolds, T. y Dweck A. C. (1999), (Pritam, A. y Kale, P.

G. (2007).

Tabla 2. Componentes quimicos de la planta de Aloe vera.

COMPOSICION COMPUESTOS

Antraguinonas Acido aloético, antranol, &cido cindmico, barbaloina, acido
crisofanico, emodina, aloe emodin, éster de acido cindmico,
aloina, isobarbaloina, antraceno, resistanol.

Vitaminas Acido félico, vitamina B1, colina, vitamina B2, vitamina C,
vitamina B3, vitamina E, vitamina B6, betacaroteno.




Minerales

Calcio, magnesio, potasio, zinc, sodio, cobre, hierro,
manganeso, fosforo, cromo.

Carbohidratos

Celulosa, galactosa, glucosa, xilosa, manosa, arabinosa,
aldopentosa, glucomanosa, fructuosa, acemanano, sustancias
pépticas, L-ramnosa.

Enzimas

Amilasa, ciclooxidasa, carboxipeptidasa, lipasa, bradikinasa,
catalasa, oxidasa, fosfatasa alcalina, ciclooxigenasa,
superoxido dismutasa.

Lipidos y compuestos
organicos

Esteroides (campestrol, colesterol, p-sitoesterol), acido
salicilico, sorbato de potasio, triglicéridos, lignina, acido Urico,
saponinas, giberelina, triterpenos.

Aminoacidos

Alanina, &cido aspartico, arginina, acido glut amino, glicina,
histidina, ~ isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
tirosina, treonina, valina.

Nota. Fuente (Barbadenses Miller) (Dagne y col., 2000; Choi y Chung, 2003; Ni y col., 2004; Hamman, 2008).

Aloe Vera

La planta de Aloe vera es originaria de Africa, especificamente de la peninsula de Arabia.

Su nombre genérico Aloe proviene del término arabe alloeh que significa sustancia brillante y

amarga, se le denomina también con el nombre de sabila; ésta y otras variantes se debe a la
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deformacion del vocablo arabe Cabila que significa planta espinosa. Al continente americano fue

introducida por Cristobal Coldn en los tiempos del descubrimiento de América, debido a que éste

la utilizaba como medicina para su tripulacion. En esos afios Esparia ya tenia plantaciones

considerables de este vegetal, probablemente dejadas como herencia de la invasion musulmana
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(Vega et al., 2005). El Aloe vera durante siglos fue utilizada por sus propiedades medicinales y
terapéuticas sin ningun entendimiento claro o analisis cientifico de cada una de sus propiedades

(Eshun y He, 2004).

En el siglo pasado fue descubierto un papiro escrito durante el reinado de Amenhoteo, en
Egipto. En las rodillas de una momia habian escritas unas 12 formulas diferentes para preparar el
Aloe, todas utilizadas los 2.000 afios anteriores a su escritura. Al igual se tienen referencias del
uso de la planta en el papiro de Ebers, que data de 1.500 a.C. Donde se menciona sus efectos
antiinflamatorios y analgésicos. Ademas, varios mitos populares en Egipto parecen sugerir que el
Aloe vera, fue parte importante del régimen de belleza de las reinas Nefertiti (1370-1330 a.C.) y

de la famosa reina Cleopatra (69-30 a.C.). (Silva, 2020)

Silva (2020) también menciona que el conquistador Alejandro Magno, dejo constancia de
que la valoré mucho para curar las heridas de sus soldados; y en la epoca de Neron, el afamado
medico Dioscorides, escribio en su tratado de farmacologia, una detallada descripcion de las

maltiples bondades del Aloe.

Por otro lado, en los Estados Unidos, en Japén, en Rusia, en China, el aloe tiene decenas de
millones de adeptos, a menudo entusiastas, y existen innumerables publicaciones al respecto. En
Francia, a pesar de haber sido uno de los primeros paises europeos en reconocer las virtudes
medicinales del aloe, los mandarines de la ortodoxia medicinal impidieron durante mucho
tiempo que se publicaran estudios cientificos que tratasen el tema de forma seria. (Schweizer,

1994)
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Insecticidas

Teniendo en cuenta que la utilizacién no siempre racional de los insecticidas, con criterios
no adecuados para las decisiones de aplicacidn, tiene como consecuencias entre otras, el aumento
de residuos toxicos, mayores riesgos para la salud humana y el consecuente impacto ambiental

negativo. (Paullier y Folch 2012).

Por ello se hace necesario incorporar a los sistemas de produccion aquellos métodos de
control, como el control bioldgico, que reduzcan el uso de plaguicidas quimicos y ofrezcan
alimentos de calidad y seguros. (Paullier y Folch, 2012). Las restricciones de la sostenibilidad
acerca del uso de insecticidas incluyen los efectos sobre la salud humana, los ecosistemas
agricolas (insectos beneficiosos), el medio ambiente en general (especies que no son el objetivo,
paisajes y comunidades) y la seleccion de rasgos que confieren la resistencia a los insecticidas en
las especies plagas. Para todas estas categorias es posible encontrar ejemplos donde los
insecticidas han sido utilizados de manera desastrosa, y otros donde los peligros que
representaban han sido mitigados (accidentalmente o por estrategias implementadas). (Devine et

al, 2008).

En el siglo XX, el uso de insecticidas sintéticos fue un paso fundamental en el control de
plagas y por lo tanto en el aumento de rendimiento de los cultivos. Sin embargo, los efectos
nocivos sobre la salud humana y la ecologia han limitado su uso, y una preocupacion general de
la sociedad es encontrar alternativas que ofrezcan rendimientos en los cultivos similares a los
obtenidos con insecticidas sintéticos, sin comprometer a la salud publica y al ambiente. (Rocha-

Estrada y Garcia, 2008).
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Las vias por las que los plaguicidas sintéticos afectan al humano, son la exposicion directa o
el consumo de alimentos con residuos de estos compuestos. (PitarchArquimbau, 2001 citado por
Rocha y Garcia, 2008). Sin Embargo, la biotecnologia agricola ofrece soluciones a los problemas
de pérdidas de cultivos y cosechas por plagas, asi como a los riesgos de salud que representa la
utilizacion de insecticidas convencionales. Los biopesticidas, incluyen a organismos
entomopatogenos (bacterias, virus, hongos, neméatodos), entomofagos (insectos predadores o
parasitoides) o algunos compuestos organicos e inorganicos. (Tamez Guerra et al., 2001 citado
por Rocha y Garcia, 2008), Aunque es un gran error considerar los productos de origen vegetal
y, por ende, los insecticidas vegetales como productos inocuos. Existe una gran cantidad de
productos vegetales que son muy tdxicos; basta recordar que Socrates fue condenado a muerte
por ingesta de cicuta (Cicuta spp.), un extracto acuoso muy venenoso de esta planta. (Silva et al,
2002). La mayoria de las especies de plantas que se utilizan en la proteccién vegetal, exhiben un
efecto insectistatico mas que insecticida. (Rodriguez, 1996 citado por Silva et al, 2002). Es decir,
inhiben el desarrollo y comportamiento de los insectos en lugar de matarlos directamente por sus
propiedades toxicas. Sin embargo, no se puede olvidar que algunas sustancias vegetales si
provocan un efecto insecticida, como sucede con las piretrinas, la nicotina o la rotenona (lzuru
1970 citado por Silva et al, 2002) Para ser usada en forma extensiva, no basta con que una planta
sea considerada promisoria 0 con demostradas propiedades insecticidas. Ademas, se debe hacer

analisis de riesgos para el medio ambiente y la salud. (Silva et al, 2002).

Genotoxicidad: Ensayo test cometa

Las investigaciones relacionadas con el tema de la genotoxicidad adquieren cada dia mayor

importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que se encuentra
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expuesto el hombre moderno. (Mahata et al, 2003; Rajaguru et al, 2003, citado por Arrebola 'y
Fernandez, 2003). Como es el ensayo cometa el cual es una técnica altamente sensible para
evaluar el dafio y la reparacion del ADN en cualquier tipo de célula eucariota. Este, en su version
alcalina, permite detectar roturas de simple cadena y sitios sensibles al alcali que se originan
durante la reparacion dando lugar a la formacion de la cola del cometa. (Ayala Mayte Cossio, et
al 2004 citado por Martinez, 2011). Las rupturas de simple cadena y la formacion de sitios
labiles al alcali en el ADN han sido parametros ampliamente utilizados para la deteccion de
genotoxicidad y han sido demostradas sus implicaciones en enfermedades degenerativas, el
cancer, y vinculadas al estrés oxidativo. (Arrebola y Ferndndez, 2003). Una de las pruebas de
laboratorio para evaluar el dafo genotdxico por estos componentes es el “ensayo cometa o
técnica de electroforesis unicelular”; el cual permite medir la magnitud del dafio mediante la
visualizacion de nucleos de células sanas comparadas con aquellas que han sido expuestas. Estas
ultimas, debido a la fragmentacion del ADN, se visualizan en forma de cola de cometa, a través
de microscopia de flourescencia. Previo a la observacion, la muestra de celulas debera ser
concentrada y tratada para someterlas a una corrida electroforética en microgeles, y luego

teflirlas con bromuro de etidio. (Azqueta et al, 2019 citado por Castro et al, 2019).

El fundamento de este ensayo para detectar dafios al ADN producidos por un rompimiento
simple o doble en la cadena, dafio oxidativo inducido y entrecruzamiento de ADN-ADN/ADN-
proteina, se basa en la fragilidad que poseen los sitios dafiados; al ser sometidos a un pH superior
a trece y su comportamiento en una electroforesis. Los fragmentos de ADN, producto de la
accion de la sustancia a probar, afectados por el pH alcalino, migran a una velocidad diferente
del resto del material nuclear formando la cola del “cometa”, entre mas larga sea esta porcién

mayor seré el dafio ocasionado al ADN. (Guevara et al, s.f.). Una excelente aproximacion para
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demostrar que la cola del cometa, bajo condiciones neutras, corresponde a los lazos relajados,
mientras que bajo condiciones alcalinas consiste en fragmentos de ADN. (Klaude et al. 1996
citado por Zudiiga, 2009), un afio después, la teoria de la relajacién de los lazos ADN se propuso
como principio basico para la explicacion de la cola del cometa en la version alcalina del ensayo.
(Collins et al., 1997a citado por Zufiga, 2009). Esta propuesta se basa en la comparacion de las
caracteristicas de la electroforesis en el ensayo del cometa con las caracteristicas de una
electroforesis convencional. Es obvio que el ADN durante la electroforesis no migra a modo de
fragmentos como sucede en una electroforesis ordinaria, donde la distancia atravesada esta
inversamente relacionada con el tamafio de los fragmentos. El ensayo del cometa alcalino posee
una capacidad de resolucion de unas pocas miles de roturas por célula, por lo que la distancia
entre dichas roturas esta dentro del orden de 10(9) da de ADN, definitivamente mucho mas alla
del rango de tamafio de los fragmentos para las cuales la electroforesis convencional es

adecuada. (Zufiiga, 2009) (Figura 2)
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Figura 2. Esquema de los principios generales de la formacion de la cola del cometa bajo

condiciones alcalinas, propuesto por Shaposhnikov et al., 2009

En una investigacion Sala (2014), buscaba Evaluar la genotoxicidad utilizando el ensayo

cometa en linfocitos humanos expuestos a diferentes concentraciones de Dimetil Sulfoxido

(DMSO0). Donde los resultados obtenidos nos sugieren que la exposicion de células sanguineas a

agentes crioprotectores como el Dimetil sulfoxido (DMSO) no conllevaria a un dafio
significativo en el ADN, pues con el ensayo cometa tanto por registro visual y el software se

comprob6 que a exposiciones prolongadas de 30 y 60 minutos en linfocitos aislados no hubo

diferencias significativas en relacion a los controles (p<0.05), esto nos demuestra que el ensayo

cometa ha logrado un gran éxito para detectar una amplia gama de ADN fragmentado.
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Segun la constitucion politica de Colombia en el Decreto 779 de 1.967, el cual exigi6 por

primera vez el certificado de eficiencia a los plaguicidas. También estableci6 definiciones

precisas sobre ingrediente activo, materiales técnicos, aditivos; sefial6 requisitos toxicolégicos a

cargo del Ministerio de Salud y exigencias sobre normas técnicas a cargo del Ministerio de

Fomento

También en la Ley 9 de 1.979, o Cdodigo Sanitario Nacional. Ley reglamentada por el

Ministerio de Salud en el Decreto 1843 del 22 de julio de 1.991, el cual a partir de unas nuevas

disposiciones generales y definiciones, constituye el marco que rige en la actualidad las
actividades relacionadas con plaguicidas en aspectos tales como la produccion, proceso y
formulacién, almacenamiento, distribucién, transporte, aplicacion aérea de plaguicidas y las

medidas de proteccion del ambiente y de las persona.

Asi mismo, el decreto 1843 de 1.991, originario del Ministerio de Salud Publica,
reglamenta el control y vigilancia epidemiolégica en el uso y manejo de plaguicidas, con el
objeto de evitar que afecten la salud de la comunidad, la sanidad animal y vegetal o causen
deterioro en el ambiente. Igualmente, se establecen controles para las diferentes actividades
relacionadas con los plaguicidas y se precisa el concepto toxicolégico como una condicion

previa de los requisitos para la licencia de venta establecida por el ICA.

Resolucion 10834 del 25 de noviembre de 1.992 expedida por el Ministerio de Salud,

por la cual se reglamenta parcialmente el capitulo 111 del decreto 1843 de 1.991. Con esta
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resolucién se logran ampliar las categorias y los criterios para la clasificacion toxicoldgica de los

plaguicidas, pasando de tres a cuatro categorias; y teniéndose en cuenta los siguientes criterios:

v Dosis letal media oral y dérmica y concentracion letal media inhalatoria en ratas.

v’ Estudios de toxicidad cronica.

v' Efectos potenciales cancerigenos, mutagénicos y teratogénicos.

v Presentacion y formulacion.

v Formay dosis de aplicacion.

v’ Persistencia y degradabilidad.

v" Accion Toxica, aguda, subaguda y cronica en humanos y animales.

v Factibilidad de diagnéstico médico y tratamiento con recuperacion total.

v’ Efectos ambientales a corto plazo.

Resolucion 2674 del 2013. Se modifica parcialmente el decreto 3075 de 1997. Esta tiene
como objeto estableces los requisitos sanitarios que deben cumplir las personas naturales y/o
juridicas que ejercen actividades de fabricacion, procesamiento, preparacion envase,

almacenamiento, transporte. Distribucidén y comercializacion de alimentos y materias primas de



alimentos y requisitos para la notificacién permiso o resgitro segun el riesgo de vida de la

persona.
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3. Metodologia

3.1 Tipo de investigacion

La investigacion que se llevara a cabo es de tipo descriptivo y explicativa. Jiménez y
Martinez (2020) sefiala que la investigacion descriptiva es el procedimiento usado en ciencia
para describir las caracteristicas del fendmeno, sujeto o poblacion a estudiar; se emplea cuando
se tiene poca informacién del fendmeno. Es un tipo de investigacion que se utiliza para estudiar a
fendmenos o sujetos de forma cualitativa, antes de hacerlo de forma cuantitativa. Por otro lado,
Arias (2012) afirma que el modelo explicativo se encarga de buscar el porqué de los hechos
mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto. En este sentido, los estudios explicativos
pueden ocuparse tanto de la determinacion de las causas, como de los efectos (investigacion
experimental), mediante la prueba de hipotesis. Sus resultados y conclusiones constituyen el

nivel mas profundo de conocimientos.

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente la investigacion sera de tipo descriptiva, ya que
se especificara las caracteristicas de los efectos que tendréa la aloina como componente principal
de un bioinsecticida en los linfocitos humanos, asi podremos identificar la relacion que puede
tener la aloina con las células. Igualmente sera de tipo explicativa, ya que se determinara las

causas Y los efectos de la aloina en los linfocitos humanos, asi probando la hipétesis planteada.

3.1.1 Disefio experimental. El disefio experimental a emplear en la investigacion es un
disefio factorial 2n, en el cual se estudiaran los efectos y las interacciones de los factores sobre
los resultados a alcanzar. Los resultados obtenidos se evaluaran aplicando las técnicas de la

estadistica inferencial mediante analisis de varianza de la genotoxicidad causada en las células
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teniendo en cuenta los tratamientos respectivos (ANOVA), y asi mismo estas pruebas se
analizara por el programa estadistico Statgrafics centuridn. Los resultados obtenidos en las
diferentes etapas de la investigacion se consignaran en tablas y graficos que junto con el disefio
experimental planeado y el empleo del programa Statgrafics centurion para lo cual se realizara
un analisis de varianza y comparacion de medias de tratamientos con la prueba de Tukey

(p=0,05).

3.2 Poblacion y muestra

3.2.1 Poblacion. Hojas de sabila variedad Aloe Barbadensis miller adquiridos de jardin

casero

3.2.2 Muestra. Se trabajaran con 5 kg de hoja fresca de sabila para realizar la extraccion de
la aloina y posterior caracterizacion fisico quimica, asi mismo se tomaran muestras de sangre de
fuentes propias para realizar la aplicacion de tratamiento sobre ellos y posterior evaluacion de la

incidencia del bioinsecticida en los linfocitos humanos.

3.3 Hipotesis

Ha: ¢ Tendra la aloina como bioinsecticida alguna incidencia sobre los linfocitos humanos?

Ho: ¢No tendra la aloina como bioinsecticida alguna incidencia sobre los linfocitos

humanos?
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3.4 Variables

3.4.1 Variable dependiente. Las variables dependientes corresponden a la visualizacion de

nucleos de células sanas comparadas con aquellas que han sido expuestas.

3.4.2 Variable independiente. Las variables independientes corresponden a la

concentracion de aloina.

3.5 Metodologia avances. (Descripcion detallada).

3.5.1 Extraccion de la aloina. Para el proceso de extraccién se realizara un proceso de
separacion manual por fileteado siguiendo la metodologia (Conti, P., Simonetti, R., Lozano, E. y
Figueroa, L. (2006). la cual consiste en realizar cortes manuales a la hoja realizando fileteando,
el gel se extraera con un cuchillo a partir de aproximadamente 2.5 cm desde la base de la hoja
abarcando su extremo superior y las partes laterales, el gel obtenido se licua con aspas de acero,
posterior a ello la extraccion se realizard con una mezcla de etanol al 96°C y agua como
solventes en una relacion 1.1. (Sydiskis, RJ, Owen DG, Lohr JL, Roster1991), utilizando
aproximadamente una cantidad de 20 g para cada extraccién, la cual se almacenaran en bolsas
plasticas con selo hermetico y seguidamente la mezcla sera asistida por ultra sonido (Park, M;
Park, J; Young, N; Gaun, Y; Seok, Y; Gyun, J; Ho, K; Ki, S (1998). Para ello se tomara una

cantidad del material de licuefaccion, se agregaran 15 ml de etanol y se pasara por un ultrasonido
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de marca Branson por un tiempo de 60 minuto manteniendo la temperatura de 65°C,

seguidamente se realizara el proceso de filtracion

3.5.2 Caracterizacion Cromatografia. La separacion cromatografia de aloina en las
muestras de sabila se realizara en un cromatografo liquido de alta resolucion operado a 293 nm.
Como fase movil se empleara metanol/agua (50:50% v/v) a un flujo de 1,0 mL.min-1y como
fase estacionaria una columna ZORBAX SB-C18. (Sanchez & Santa, 2009), (Henwimol,
Pasavant & Shotipruk, 2006).De igual manera se realizara un estudio de precision del método en
términos de repetitividad y reproducibilidad. Para la obtencién del valor de la produccién de

aloina por planta se aplicaré la siguiente formula planteada por Molero, Ettiene, y Viloria (2016):

Produccion de aloina = Concentracion de aloina x masa seca

100.

3.5.3 Andlisis de los datos registrados. Los datos obtenidos se determinaran con algunas

medidas valor maximo, valor minimo medio.

Andlisis fisicoquimicos

Humedad: Se determinara el porcentaje de humedad del gel por diferencia de peso secando

la muestra en el horno a 105 °C por 24 horas. (Hamman & Viljoen, 2008).
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Cenizas: El gel se le determinara el porcentaje de cenizas por diferencia de peso,

incinerando la muestra en la mufla a 475 °C por 5 horas. (Hamman & Viljoen, 2008).

pH: Para la determinacién del pH del gel se empleara el método potenciométrico y una

relacion muestra-agua (1:1). (Hamman & Viljoen, 2008).

Densidad. En una propiedad intensiva de la materia que no depende de la cantidad de
sustancia analizada, indica la consistencia de una sustancia y varia con respecto a la presion y a

la presion.

La densidad se calcula aplicando la siguiente formula:

P =m/V (Dénde: m =masay V = volumen).

3.5.4 Genotoxicidad (ensayo test cometa). Preparacion de las células

Se obtendra una muestra de sangre (3 mL) en un tubo Vacutainer con heparina y se coloca
en el agitador hasta que la muestra se encuentre completamente homogenizada, para evitar su
coagulacion. Con ayuda de la micropipeta, se tomaran alicuotas de 15 uL de la muestra de sangre
y se colocan en el fondo de los tubos Eppendorf; después se agregan 225 uL. de agarosa de bajo

punto de fusion y se homogeniza con el vortex.

De la mezcla se toman 75 pL y se colocan sobre una cama de electroforesis, y enseguida se

les coloca un cubreobjetos. Las laminillas se colocan en la charola de aluminio para llevarse a
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refrigeracion 5 min. Transcurrido el tiempo, se retira de forma delicada el cubreobjetos de la

laminilla y se agregan de 75 a 80 uL de agarosa de bajo punto de fusion.

Se coloca un nuevo cubreobjetos y se pone en la charola para llevarse a refrigeracion 5 min
maés. Transcurrido el tiempo, se retira de forma cuidadosa el cubreobjetos y se desecha. Las

laminillas se colocan en pares (espalda con espalda) en el vaso Coplin con la solucién de lisis

Preparacion de camaras de electroforesis

Para la preparacién de las cdmaras de electroforesis deben usarse guantes en todo momento.
Se colocan las laminillas con el esmerilado hacia arriba en un vaso de precipitado con etanol
anhidro, se tapan con papel Parafilm y se dejan por un tiempo minimo de 30 min, mientras este
tiempo transcurre, se cortan trozos de gasa en forma de cuadros y se preparan con aluminio las
charolas donde se colocaran las laminillas. Las laminillas se toman con una pinza por el lado
esmerilado y se limpian con la gasa, posteriormente se colocan en las charolas y se rotulan por la
parte esmerilada. A cada laminilla se le colocan 150 uL de agarosa regular. La agarosa se
distribuye por toda la laminilla con la ayuda de la punta del dedo limpio, las laminillas con la
cama de agarosa se colocan en las charolas y se secan en el horno a una temperatura de 65 a 70
°C. Una vez que estén bien secas y frias, pueden ser almacenadas en cajas porta laminillas. Se

deben utilizar antes de 2 semanas, de lo contrario se desechan.
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Preparacion de las laminillas

En la charola se agregan 50 mL de la solucion de lisis. Esta solucion se vierte con una

probeta. El vaso debe almacenarse en el cuarto frio por lo menos 1 h antes de su uso.

Los portaobjetos o laminillas se sumergen en el vaso Coplin por lo menos 1 h antes de pasar

a la electroforesis.

Electroforesis

En el cuarto frio se coloca la camara de electroforesis en la mesa. Debe asegurarse que la
camara este en posicion totalmente horizontal, y para ello se verifica que la burbuja indicadora se
encuentre en posicidn centrada; de lo contrario, se ajustan las patas hasta la posicion adecuada.
Después, la cdmara se conecta a la fuente de poder, de acuerdo con el color y la polaridad de los
cables (rojo-positivo, negro negativo). El trabajo a partir de este momento debe realizarse en
completa oscuridad y solo con ayuda de la ldmpara de luz amarilla, con la finalidad de no dafiar

el ADN con la luz.

Se coloca la solucion de electroforesis en la camara, hasta la plataforma por ambos lados, sin
que la solucion se junte. Despues se colocan las laminillas en la camara, tomandolas con las
pinzas por la parte esmerilada y asegurandose de que estén en la direccion correcta. Se vierte la
solucion de electroforesis hasta cubrir las laminillas, asegurandose de que no queden burbujas

debajo de las laminillas.
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Las laminillas se quedan en la solucidon de electroforesis durante 20 min (tiempo de des
enrollamiento). Mientras transcurre este tiempo, se configuran los parametros de la fuente de
poder a 25 V, 300 Ay 20 min. Transcurrido el tiempo, se coloca la tapa y se procede a encender
la fuente de poder con los parametros configurados previamente. Se observa unos segundos la
formacién de espuma y un valor constante de 300A, lo que indica que la electroforesis se esta
llevando a cabo correctamente. Si el valor de 300 A disminuye, se debera colocar mas solucién
de electroforesis por un costado de la camara hasta obtener el valor deseado. Después se coloca
la placa metélica que cubre la camara. Una vez finalizado el tiempo de la electroforesis se debe
apagar la fuente, para quitar la tapa. Las laminillas se sacan con las pinzas y se secan por debajo

con papel absorbente.

Las laminillas se colocan en la charola de lavados y se les agrega solucion de Trisma Base
0.4 M, aproximadamente el volumen completo de una pipeta Pasteur por muestra. Se dejan
reposar 5 min y se repite el lavado. Se escurren y se les agrega etanol anhidro, aproximadamente
el volumen completo de una pipeta Pasteur por muestra. Se dejan reposar 5 min mas y se repite

el lavado con etanol.

Finalmente, las laminillas se escurren y son colocadas en el vaso Coplin con etanol anhidro
otros 5 min. Se sacan, se limpian por debajo con papel absorbente, se dejan secar y se guardan en

una caja porta laminillas.



47

Tincién de las células

Inmediatamente antes de la observacidn al microscopio, a la laminilla que se va a leer se le

agregan 25 pL de la solucion de trabajo de bromuro de etidio y se le coloca un cubreobjetos.

Lectura de resultados

Las laminillas previamente tefiidas se colocan en el microscopio, se enfocan con el objetivo
de 20X hasta ver de forma adecuada el campo. Posterior a ello se procede a la lectura con la
técnica circular (la lectura se inicia en el centro de la laminilla y se continua la lectura en circulos
0 zig-zag (se empieza a leer la laminilla desde el extremo superior izquierdo hacia el extremo
superior derecho y se continua a partir de este punto con movimientos en zig-zag). Asi mismo se
procederd a tomar las respectivas fotografias de las placas las cuales seran analizadas con el
programa Comet Score que permitiré identificar los posibles cometas formados, teniendo en

cuenta la degradacion del DNA.
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4. Resultados y anélisis

4.1 Extraccion de aloina

Para la extraccion de aloina se utilizaron 2kg de hojas de Aloe vera, donde se realizaron
cortes longitudinales de estas con el fin de extraer el gel del Aloe, posteriormente se realizé un
proceso de licuefaccion utilizando agua destilada en relacion 1:1 de acuerdo a la cantidad de gel
obtenida del cual se obtuvo 500 ml de esta solucion, posterior a ello se mezclaron con 375 ml
de etanol al 96%, que de acuerdo con Tadeo, et al. (2010) los métodos de extraccidn con
solventes organicos constituyen los procedimientos mas empleados para la extraccion de aloina,
seguidamente esta mezcla se almaceno en una bolsa ziploc y se sometio a proceso de ultrasonido
en un equipo Branson 3800-CPXH 5.7L por un tiempo de 60 minutos a una temperatura de 65°C.
Autores como Sanchez y Santa, (2009) y Henwimol et al., (2006), han demostrado que la
extraccion de aloina con solventes organicos asistida por ultrasonido ser mucho mas simple,

rapida y eficaz que otros métodos convencionales (soxhlet, reflujo y maceracion) para extraer los

compuestos organicos de los vegetales.
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Figura 3. Proceso de extraccion de aloina. A. Pesaje de pencas de Aloe Barbadensis Miller. B.
Proceso de separacion del exocarpio del tejido parenquimatico o gel de la penca de Aloe
Barbadensis Miller. C. Proceso de liquidar el gel de Aloe Barbadensis Miller con etanol al

96%. D. Bafio de ultrasonido de la mezcla de etanol al 96% y gel de Aloe Barbadensis Miller.

Seguidamente se realizé un proceso de filtracion con el cual se obtuvo 160 ml de aloina —
etanol, la cual seguidamente se lleva a calentamiento a una temperatura de 70°C, para evaporar el
etanol, es importante resaltar que la temperatura para evaporar el etanol es de 78.5°C, Guerreo

2010, obteniéndose 100ml de la aloina concentrada, la cual se almaceno se refrigero

posteriormente.

Figura 4. A. Filtrado de la mezcla de etanol al 96% y gel de Aloe Vera. B. Técnica de
evaporacion del etanol en una placa de calentamiento a 70°C
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En cuanto a pardmetros fisicoquimicos de la aloina obtenida se midi6 el pH y los grados Brix

los cuales se obtuvieron valores de 5.13 y 3° respectivamente.

Identificacion cromatografia

Una vez obtenido la aloina concentrada se realizé el analisis por cromatografia de gases 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 electronebulizacion (ESI) y el espectrometro de masas fue de alta
resolucidn con un sistema de deteccion de corrientes de iones Orbitrap, operada en modo
negativo con un voltaje de capilar de 4,5 kV, la separacion cromatografia se realiz6 en una
columna Hypersil GOLD Ag (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.; 100 x 2.1 mm, 1.9
um de tamafo de particula) a 30° C, la fase mévil fue: A una solucion acuosa de 1% de acido
féormico y B acetonitrilo. La condicion inicial de gradiente fue de 100% A, cambiando
linealmente hasta 100% B (8 min); se mantuvo durante 4 min; el retorno a las condiciones

iniciales en 1 min; el tiempo total de corrida fue de 13 min, con 3 min para post-corrida.

La identificacion de los compuestos se realizo usando el modo negativo de adquisicion full
scan y extraccion de iones (EIC) correspondientes a los [M-H]- de compuestos de interes,
medicion de masas con exactitud y precision de Appm <1 y usando una solucidn de referencia de
aloina (sustancia(s) certificada(s) estandar), la tabla 19 se observa la concentracion de Aloina

presente en gel de aloe el cual presento una concentracion de 128.2 mg/kg lo cual demuestra una



concentracion alta de aloina, asi mismo la figura 5 se permite resaltar la abundancia relativa

presente en la muestra con un tiempo de retencién de 11.43 respectivamente.

Tabla 3. Resultados del analisis de aloina por UHPLC-ESI-orbitrap- MS en las muestras

enviadas
Concentracién en las muestras, mg kg™
992560-01-EB
Compuesto t"‘ NMC’_I
min mg kg
Analisis cualitativo de contenido de aloina
Aloina 11,4 0,1 128,2
RT: 11.43
1005 MA: 601711
90
80
@ =
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© =
2 603
s -
= 505 '
o =
= 404
© =
E 30? . l
203 I
103 | “ L
O: A .) W
RT: 11.42
MA: 603703

Figura 5. Abundancia relativa de las muestras analizadas

o1

A si mismo se realizaron los célculos de la produccion de aloina en la planta de sabila que se

utilizo para la extraccion, estos fueron solo para la sébila utilizada para la investigacion ya que la

produccion de la aloina depende de algunos factores. Segun Hazrati, Tahmasebi y Babaei.
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(2012), estudios han demostrado que cuando los suelos donde se siembra la sabila se fertilizan

con nitrégeno, se logra aumentar la cantidad de aloina producida en la planta.

Otro factor que podria influir en la produccion de aloina, es la propia constitucion genética
de la planta, como se ha visto, el climay el suelo de cada zona muestreada presentan sus

particularidades a las cuales tienen que adaptarse las plantas Sepulveda Jiménez, et al. (2003).

Produccion de aloina = Concentracion de aloina X masa seca
100.

(128,2mg k8(1,250 kg)

Produccion de aloina = =1.6025

100

Posteriormente calculamos el rendimiento porcentual del proceso, con Pl hace referencia al

producto inicial y PF es el producto final.

%R:M %100 = (1250ml)—(100ml)*100 = 920
PI (1250ml)
Segun Parada, (2021) mientras mayor es el rendimiento, mientras mas cercano esté al 100%,
la reaccion ha avanzado en mayor grado por lo que la mayor parte del producto se puede
recuperar y pesar, por lo que el rendimiento obtenido fue de 92%, lo que indica un porcentaje

alto de aloina presente en el Aloe vera.
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4.2 Obtencidn de los linfocitos

Se extrajo con jeringa hipodérmica en un tubo con heparina 3ml de sangre periférica, de un
paciente en el rango de edad entre los 25 y 30 afios de edad esta extraccion se realizd en un
laboratorio clinico donde las muestras fueron llevadas laboratorio de biologia molecular, sede
campos eliseos de la UFPS. (Figura 6). Seguidamente, con la ayuda de una micropipeta se
dividio la muestra en dos microtubos de 1.5ml y se procedi6 a centrifugar la muestra de sangre
total a 1000 rpm durante 5 minutos, luego de la formacion de tres capas, se extrajo el plasma el

cual es la primera capa y se almaceno en otro micro tubo. (Figura 7).

Figura 6. Obtencidn de linfocitos. Muestra de sangre
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PLASMA

GLOBULOS ROJOS

Figura 7. Fraccionamiento de la sangre. Plasma: glébulos rojos y plaquetas. Fraccion inferior:

glébulos rojos

Seguidamente con el plasma obtenido, se realizaron los diferentes tratamientos segln
concentraciones del extracto de aloina. Estos tratamientos se realizaron en tres concentraciones

diferentes 1.0, 1.5y 2.0.

Se realizaron calculos para determinar qué cantidad de extracto de aloina a usar en cada
tratamiento. Se utilizé la formula de dilucion donde C1 es el porciento de la concentracién de la
aloina, el cual se tomé 95% ya que en este caso se tenia la aloina pura, por otro lado, para al
volumen inicial (V1) se tom6 50ml de agua destilada y para la C2 se tuvo en cuenta la

concentracion a la que se quiere llegar.
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CI*V1=C2*V2

(959)(S0mD) _ o7y g g ©3%): 59D _ 5 3ml de aloina
(1.0%) (2.0%)

(©5%)+(50ml) _ 3.1ml de aloina
(1.5%)

Para el tratamiento con concentracion 1.0, en un balén aforado de 50ml se tom6 4.7ml de la
extraccion de aloina y se aforo con agua destilada, para el tratamiento con concentracion de 1.5
de tomo 3.1ml de extraccidon de aloina y se aforo con agua destilada y para el tratamiento con
concentracion 2.0 se tom6 2.3ml de extraccion de aloina y se aforo (figura 8), para el control
negativo se utilizo PBS, ya que ha presentado efectividad en investigacion donde las células
expuestas al Buffer Fosfato (PBS) no presentaron ninguna migracion y mantuvieron su forma
esferica. (Catillo, 2012). Por otro lado, para el control positivo se utilizo Peréxido de Hidrogeno
100uM, ya que este es un compuesto quimico conocido ampliamente por su poder oxidante. En
el material genético produce alteraciones que se expresan a manera de rupturas de cadena
sencillay doble, ademas de modificaciones de bases sensibles al alcali. (Marnett, 1987). Se
escogid como control positivo, ya que es un compuesto altamente utilizado como control
positivo en estudios de genotoxicidad dentro de los que se encuentra el ensayo cometa. (Sotil,

Alvis, Francia & Shiga, 2007; Soler, Velasquez & Soler, 2008)
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Figura 8. Tratamientos con diferentes concentraciones de 1.0, 1,5y 2.0 de extraccion de

aloina

4.3 Exposicion de los linfocitos a las diferentes concentraciones de extraccion de aloina

Se hizo una mezcla de 1:1 con las diferentes concentraciones de aloina y los linfocitos,
donde fueron 70ul de linfocitos y 70ul de cada tratamiento, se realizaron 3 repeticiones por
tratamiento, para el control negativo se utilizé 70ul de PBS con 70ul de linfocitos y para el

control positivo fueron 70ul de perdxido de hidrogeno y 70ul de linfocitos. Estos fueron

expuestos por 30 minutos a temperatura ambiente.

Figura 9. Tratamientos con diferentes concentraciones donde control positivo (+): Perdxido
de Hidrogenol00uM, control negativo (-):PBS, C1: 70u conce-ntracion de aloina al 1,0% y
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70u de linfocitos , C2: 70u concentracién de aloina al 1,5% y 70u de linfocitos , C3: 70u

concentracion de aloina al 2,0% y 70u de linfocitos y L: Plasma (Linfocitos) .

4.4 Solucion de lisis

Para la elaboracion de la solucién de lisis en un vaso precipitado se agregd 4ml de Trisma
Base (0.5 M), 40ml de EDTA (0,5M, PH 8), 20ml de DMSO, 2ml de Triton x100 1%. En
investigaciones realizadas por Vergara, (2010) de acuerdo a los resultados es posible afirmar que
es la mejor solucidn de lisis, ya que fue comparada con otras soluciones de lisis donde se
demostro que el SDS no es un detergente tan fuerte como el Tritén X-100, lo cual no garantiza la
lisis de los eritrocitos y linfocitos, sin afectar el ADN de estos ultimos. (Jiménez & Martinez

2000).

El fundamento bioquimico del empleo de altas concentraciones de sales y detergentes en el
proceso esta dado por la degradacion de las membranas celular y nuclear. Algunos tipos
celulares requieren de otros detergentes para la lisis total de membranas. (Mudry y Carballo
2006, Liao et al. 2009, Zafiga 2009). Posteriormente en una balanza analitica se peso6 29,229 de
NaCl y este se le agrego a la mezcla anterior. Después se mezcl6 hasta que el NaCl se disolviera
y se aforo hasta 200ml. Cuando los reactivos estan disueltos, se mide el pH, el cual debera tener
un valor de 10, teniendo en cuenta que las soluciones de lisis pueden ser neutras o alcalinas de
acuerdo a los objetivos del estudio (Zufiga, 2009). Se agregd gota a gota la solucion de NaOH
10 N para elevar los valores de pH hasta obtener el valor deseado. Se almaceno en un frasco

ambar debidamente etiquetado, posteriormente, se llevo a esterilizar en la autoclave.
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Figura 10. Solucion de lisis

4.5 Electroforesis alcalina en gel de células (SCGE) o ensayo cometa

Para llevar a cabo la electroforesis alcalina en gel de células (SCGE) primero se prepararon
los portaobjetos donde se llevé a cabo como un procedimiento de dos capas, que de acuerdo con
Zufiga L (2009) estas capas son esenciales por dos objetivos, principalmente el primero brindar
un soporte adecuado a las células a analizar y también para lograr la mejor visualizacion posible.
Para cumplir con estas capas se prepard agarosa al 1.5% y al 1.0% en 10ml de buffer, donde para
la concentracion 1.5 se pesé 0.15g de agarosa y se calenté con 10ml de buffer y para la

concentracion 1.0 se pes6 0.1g de agarosa y se calentd con 10ml de buffer.

4.5.1 Primera capa de Agarosa. En laminas portaobjetos limpias, libres de grasa y con
2cm de un extremo esmerilado, se coloc6 140ul de agarosa normal al 1,5% en la parte esmerilada

(figura 4.9) vy se llevo a refrigerar, hasta que la capa de agarosa solidifique (5 minutos
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aproximadamente). De acuerdo a Zufiiga L (2009) la primera es una capa de agarosa de punto de
fusion normal que sirve de base a la capa celular, para conferirle mejor adherencia, el autor
también menciona que el empleo de una sola capa es una posibilidad poco usada actualmente,
puesto que su uso requiere de mucho cuidado en la manipulacion y ademas es mayor el trabajo

para la visualizacion de los cometas. Teniendo esto en cuenta se realiz6 posteriormente la

segunda capa.

Figura 11. Primera capa de agarosa en los portaobjetos

4.5.2 Segunda capa de Agarosa. En la parte esmerilada del portaobjetos se tomé 70ul de
cada tratamiento y se mezcl6 cada uno, suavemente con 140ul de agarosa de bajo punto de
fusion al 1%, esto se recubri6 con un cubreobjetos. Posteriormente se llevé a refrigerar durante
5 minutos, el tiempo se refrigeracion es importante ya que segun Ritter y Knebel 2009, Cada
capa debe solidificarse antes de agregar una capa superior. Seguido a esto con la primera capa de
agarosa se cubri6 la segunda capa de agarosa, lo mas comun es el uso de tres capas de agarosa a

modo de sandwich. En este caso las células de interés son suspendidas en agarosa de bajo punto
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de fusién, generalmente a 37°C, y colocadas entre una primera y tercera capa (Mudry y Carballo
2006, Liao et al. 2009). La ultima o tercera capa de agarosa es igualmente de bajo punto de
fusion y juega principalmente un papel protector (Zufiiga 2009). Una vez solidificada la Gltima
capa se retird el cubreobjetos y los portaobjetos, dejando solo el portaobjetos con la segunda
capa, posteriormente estos se sumergen en un recipiente conteniendo el buffer de lisis (NaCl

2,5M, EDTA 0,1M, Tris HCL 10mM, Tritén X-100) durante 3 horas (figura 12).

Figura 12. Segunda capa de agarosa. A. Cubreobjetos en la segunda capa de agarosa. B.
Segunda capa encima de la primera capa de agarosa. C. Portaobjetos en solucion de lisis.

4.6 Desnaturalizacion y electroforesis

Para el proceso de desnaturalizacion los portaobjetos se sumergieron durante 20 minutos en

el buffer de electroforesis (Disolucion tampdn formado por Tris, borato y EDTA) a 4°C, el
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tiempo de desnaturalizacién por lo general se mantiene en los distintos laboratorios y solo se
modifica en evaluaciones especificas. (Vergara, 2010) También se tuvo en cuenta que el buffer
recomendado por Singh et al. (1988) es EDTA 1mM e Hidréxido de Sodio 300 Mm pH 13
(Mudry y Carballo 2006, Liao et al. 2009, Zufiga 2009). Transcurrido este tiempo, los
portaobjetos fueron ordenados de forma horizontal paralelo a los electrodos, seguidamente se
sumergen en buffer de electroforesis (TBE) (figura 14. A), posteriormente se realizé el corrido
de electroforesis con las siguientes caracteristicas: 15V, 300mA durante 40 minutos, teniendo en
cuenta la electroforesis llevada a cabo en el ensayo cometa, es diferente a las convencionales,
pues en este caso se necesita que el ADN migre solo una fraccion de milimetros, lo que se
consigue con la exposicion de los portaobjetos a bajos voltajes por corto tiempo. (Mudry y

Carballo, 2006; Liao et al. 2009 & ZUfiga, 2009).

La electroforesis se llevd a cabo en la nevera, ya que necesitabamos temperaturas de 4°C a
15°C (figura 13). Con la electroforesis conseguirnos que los dafios estructurales en la hebra de
ADN generan pequefios fragmentos que migran desde el interior del nicleo al exterior; la
cantidad de rompimientos en el ADN en las células se ve reflejado en la formacion de cola de
migracion y este dafio en el ADN es directamente proporcional a la longitud de la cola o la
cantidad de fragmentos que se encuentren fuera del ndcleo. (Anderson et al. 1994; Rojas et

al., 1999; McKelvey & Valerie, 1998).
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Figura 13. Electroforesis. A. Portaobjetos en la camara de electroforesis. B. Proceso de

electroforesis

4.7 Neutralizacion

Después de la electroforesis, las muestras fueron sumergidas en PBS 1X por 3 minutos, este
paso se lleva a cabo para neutralizar los alcalis presentes en el o los geles de agarosa. (Vergara,
2010). Si se decide realizar preparados permanentes, se pasan las laminas sucesivamente por
varios alcoholes, con lo que se logra la deshidratacion de los geles. (Klaude et al., 1996).

Teniendo esto en cuenta, los portaobjetos se fijaron en alcohol de 96% durante 3 minutos.

Figura 14. Fijacion en alcohol al 96%
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4.8 Coloracion y observacion de los linfocitos

Para la observacion de las células se realizo la coloracion con redgel, la tincion o colorante
utilizado es especifico para ADN. Los colorantes mas empleados son el Bromuro de Etidio, el
loduro de Propidio y el 4,6-Diamino-2 fenil indol (DAPI). (Mudry & Carballo, 2006; Liao et al.
2009; Zudiga, 2009). Para la investigacion se utilizé redgel (Figura 15. A), ya que Echeverry et
al, (2013) han comprobado que el uso de este colorante para la tincion de acidos nucleicos
(ADN) ha permitido visualizarlos de forma eficiente. Utilizando este colorante se disminuye la
contaminacion en los laboratorios de biologia molecular por parte del bromuro de etidio.
Posteriormente se llevo a observar en el microscopio b-510 series optika italy, con el objetivo
40X, este microscopio tiene una cAmara que una vez conectada a un computador y con la ayuda
del software optika pro view-digital camare se captura lo observado (Figura 15. B) y asi
posteriormente se pudo medir el indice de dafio con la ayuda de software Comet Score el cual

permitio observar los cometas, observar los cometas resultantes de los diferentes tratamientos.

Figura 15. Coloracion y observacion de linfocitos. A. Coloracion de los linfocitos. B.
Microscopio b-510 series optika italy
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4.9 Visualizacién

Para la visualizacion de los linfocitos se utilizo el software Comet Score el cual nos ayuda a
analizar el dafio midiendo la longitud de migracién de ADN (TL), el % de ADN en la cola (%T),
el area de la cola (TA) y el momento de la cola (TM), donde los datos que mas se tomaron en
cuenta en la investigacion es TL y %T. Aunque hay un gran nimero de posibilidades para
evaluar y medir la extensién del dafio al ADN obtenida en el ensayo cometa y poca la literatura

que ajuste esta prueba a un Unico sistema de valoracion. (Vergara, 2013).

Por otro lado, Catillo (2012) en su investigacion reporta 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).
También es sugerida la evaluacién del dafio por la relacion entre el radio del nicleo y la
extension del cometa, lo cual ya es llevado a cabo por el uso de software especial (Machado,
Lima, Alves & Rodriguez. 2009). Estos datos se tuvieron en cuenta para poder analizar 5 células
por tratamiento y asi determinar el dafio por concentracién. Como control positivo se utilizd
peréxido de hidrogeno 100uM dejando como resultado una degradacién mayor y asi poder
evaluar los demas tratamientos. La longitud de la cola mayor encontrada fue de 34px con un
6.18% de ADN en esta (Figura 16), teniendo en cuenta que la longitud de la cola es directamente
proporcional al dafio de la célula, con los datos obtenidos de las 5 células evaluadas se pudo

determinar dafo en todas las células. (Tabla 4).

La cantidad de rompimientos en el ADN en las células se ve reflejada en la formacion de
cola de migracion y este dafio en el ADN es directamente proporcional a la longitud de la cola o

la cantidad de fragmentos que se encuentren fuera del nacleo (Anderson et al. 1994, Rojas et
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al. 1999, McKelvey & Valerie, 1998). Una vez obtenidos estos datos, se tomd en cuenta la
longitud de la cola para realizar un resumen estadistico en el software statgraphic, el cual nos
indica que en el control positivo el promedio de longitud de cola fue de 21.8 px (pixeles), ya que

va de 12px a 34px, esto nos indica dafio en todas las células evaluadas. (Tabla 5).

TL=34.00
TA=1.00
| Ti=32202
| TMI=32202.00
%T=6.13
ThM=2.104

Figura 16. Control positivo: peroxido de hidrogeno; TL: Longitud de la cola, TA: area de la
cola, %T: % de ADN en la colay TM: momento de la cola

Tabla 4. Medidas de los linfocitos en el control positivo

CONTROL POSITIVO (+)

%ADN de la Longitud de lacola | Areade lacola (TA) | %ADN de lacola Momento de la cola
cabeza(%H) (TL) (PX) (PX) (%T) (TM)

93.813115 34.000000 1.000000 6.186886 2.103541
94.508624 13.000000 1.000000 5.491376 0.713879
94.219685 25.000000 1.000000 5.780317 1.445079
96.826440 12.000000 1.000000 3.173561 0.380827
89.670068 25.000000 1.000000 10.329933 2.582483

Tabla 5. Resumen estadistico de la longitud de cola en el control positivo

RESUMEN ESTADISTICO

Cantidad 5
Promedio/media 21,8
Desviacion estandar 9,25743
Coeficiente de variacion | 42,4653%




Minimo 12,0
Maximo 34,0

Para el control negativo se utiliz6 PBS (Buffer fosfato salino) y como podemos ver en la
figura 17 no se registra dafio, son linfocitos completos donde la longitud de la cola es cero, ver
Tabla 6, lo cual significa que no hay degradacion. Que de acuerdo con Catillos (2012) en su

investigacion reporto que las células expuestas al Buffer Fosfato (PBS) no presentaron ninguna

migracion, mantuvieron su forma esférica.

TL=0.00
TA=1.00
TI=10
TMAI=10.00
ar=0.02
Th=0.000

Figura 17. Linfocitos completos. Control negativo: PBS; TL: Longitud de la cola, TA: area

de lacola, %T: % de ADN en la colay TM: momento de la cola

Tabla 6. Medidas de los linfocitos en el control negativo

CONTROL NEGATIVO (-)
%ADN de la Longituddela  Areadelacola = %ADN de la Momento de la

cabeza(%H) cola(TL) (PX)  (TA) (PX) cola (%T) cola (TM)
99.550837 0.000000 1.000000 0.449161 0.000000
99.950582 0.000000 1.000000 0.049417 0.000000
99.850255 0.000000 1.000000 0.149745 0.000000
99.892384 0.000000 1.000000 0.107614 0.000000

99.822223 0.000000 1.000000 0.177775 0.000000
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En el tratamiento con concentracion 1.0% de aloina (C1) no se registrd dafio significativo en
los linfocitos, se observaron células completas sin una degradacion notable (Figura 18), donde se
logro observar células esféricas y sin degradacion del ADN, se logré medir con la longitud de la
cola donde su valor fue de cero fue cero para la mayoria de células evaluadas, en la célula
restante se pudo registrar una longitud de 5px pero tomando en cuenta el % de ADN en la cola el

cual fue de 0.16% por lo que se puede inferir que el dafio no se fue significativo. (Ver Tabla 7).

Con los datos obtenidos se realizé un resumen estadistico donde el promedio de longitud de

la cola fue de 1.0px, demostrando asi que no hay una degradacion completa del ADN.

Score
TL=0.00
TaA=1.00
xT=0.15%

Th=0.000

Figura 18. Tratamiento con concentracion 1.0% de aloina (C1); TL: Longitud de la cola,
TA: area de la cola, %T: % de ADN en la colay TM: momento de la cola
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Tabla 7. Medidas de los linfocitos en el tratamiento

TRATAMIENTO C1
%ADN de la Longituddela | Areadelacola @ %ADN de la Momento de la

cabeza(%H) cola (TL) (PX) @ (TA) (PX) cola (%T) cola (TM)
99.753731 0.000000 1.000000 0.246266 0.000000
99.574012 0.000000 1.000000 0.425989 0.000000
99.603963 0.000000 1.000000 0.396040 0.000000
99.860644 5.000000 1.000000 0.159358 0.006968
99.681455 0.000000 1.000000 0.318546 0.000000

Tabla 8. Resumen estadistico de la longitud de la cola en tratamiento C1 (1,0%)

RESUMEN ESTADISTICO

Cantidad 5
Promedio/media 1,0
Desviacion 2,23607
estandar

Coeficiente de 223,607%
variacion

Minimo 0

Maximo 50

Posteriormente en el software statgraphics se realiz6 un analisis de varianza respecto al
control positivo y el tratamiento C1 para asi poder comparar los resultados y determinar la
diferencia significativa con el control, esto se determind teniendo en cuenta el valor-P. Molina
(2017) sefiala que el valor de p es la probabilidad de obtener, por azar, una diferencia tan grande
0 mayor de la observada, cumpliéndose que no haya diferencia real en la poblacion de la que
proceden las muestras. Asi, por convenio suele establecerse que si este valor de probabilidad es
menor del 5% (0,05) es lo suficientemente improbable que se deba al azar como para rechazar
con una seguridad razonable la Hip6tesis nula y afirmar que la diferencia es real. Si es mayor del
5%, no tendremos la confianza necesaria como para poder negar que la diferencia observada sea

obra del azar.
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En el analisis se obtuvo como resultado un valor de P-valor= 0,0012, segun el software
statgraphics dado que el valor P es inferior a 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la longitud de cola media de un nivel de tratamientos a otro al nivel de
confianza del 95,0 %. Esto quiere decir que la media de la longitud de la cola del control
negativo tiene una diferencia significativa con la del tratamiento C1 (1,0%) , también fue
comparado 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 cola de un nivel de tratamientos a otro al 95,0% de nivel de confianza, esto quiere decir
que entre el tratamiento C1 (1,0%) y el control negativo no hay una diferencia significativa.
Estas comparaciones fueron reflejadas en un diagrama de caja, donde podemaos ver graficamente
las diferencias. (Figura 19) Con esto podemos concluir que en el tratamiento C1 no hubo una

degradacién significativa del ADN.

controlnegativo }

controlpostivo H . |

tratamientos

tratamientol

0 10 20 30 40
longitud de cola

Figura 19. Comparacién de las medidas de longitud de cola del tratamiento C1 con el control

positivo y negativo
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En el tratamiento con concentracion 1.5% de aloina (C2) se registraron 5 linfocitos en
diferentes posiciones de cada placa y se pudo evidenciar algunos dafios, estos son medidos por la
longitud de la colay el % de ADN en la cola, donde la mayor longitud fue de 23px con 4.95% de
ADN en la cola, esto nos muestra un dafio mayor que el de C1. (Tabla 9). En este cometa ya se

puede ver claramente la degradacion de la célula y asi formando la cola del cometa. (Figura 20).

Figura 20. Tratamiento con concentracion 1.5% de aloina (C2); TL: Longitud de la cola,

TA: area de lacola, %T: % de ADN en la colay TM: momento de la cola

Tabla 9. Medidas de los linfocitos en el tratamiento C2 (1.5%)

TRATAMIENTO C2

%ADN de la Longitud dela | Areade lacola | %ADN de la Momento de la
cabeza(%H) cola(TL) (PX) | (TA) (PX) cola (%T) cola (TM)
98.124295 7.000000 1.000000 1.875706 0.131299
97.792143 8.000000 1.000000 2.207856 0.176629
95.042443 23.000000 1.000000 4.957558 0.1704721
97.608590 11.000000 1.000000 2.391412 0.263055
95.860827 12.000000 1.000000 4.139170 0.496700

Posteriormente con los datos obtenidos en el software Comet Score para la medicion de las

células, se realizd un resumen estadistico en el software statgraphics donde el promedio/media de
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la longitud de cola del tratamiento C2 fue de 12,2px (Tabla 10), en comparacién con el
tratamiento C1 se obtuvo una diferencia significativa, dando como resultado el incremento del

dafo directamente proporcional al incremento de la concentracion de la aloina.

Tabla 10. Resumen estadistico de la longitud de la cola en tratamiento C2 (1,5%)

RESUMEN ESTADISTICO

Cantidad 5
Promedio/media 12,2
Desviacion 6,37966
estandar

Coeficiente de 52,2923%
variacion

Minimo 7,0
Maximo 23,0

Seguidamente el tratamiento C2 fue comparado con el control positivo el cual dio un P-valor
de 0,0926 Dado que el valor P es mayor o igual a 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de la longitud de cola y el tratamientos al 95,0% de nivel de
confianza. Esto quiere decir que el tratamiento C2 no muestra una gran diferencia del control
positivo, en este tratamiento el dafio es mayor. También fue comparado con el control negativo
el cual dio un P-valor de 0,0027, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de longitud de la cola y el tratamiento evaluado. Estas diferencias las podemos ver en un
diagrama de caja (Figura 21) donde nos da como resultado una diferencia altamente significativa
contra el control negativo y ante el control positivo no se determina como una diferencia
significativa. Con esto podemos concluir que la migracion de ADN de las células evaluadas

contra el tratamiento C2 es mayor que él las células evaluadas contra el tratamiento C1.
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controlnegativo

controlpostivo

tratamientos

tratamiento?2

Figura 21. Comparacion de las medidas de longitud de cola del tratamiento C2 con el control

positivo y negativo

Y por altimo, el tratamiento con mayor concentracion (C3) de 2.0% de aloina se realizd
igual que los anteriores tratamientos, donde se evaluaron 5 linfocitos de las diferentes placas
donde el mayor dafio fue de 25px como longitud de la cola con 3.16% de ADN en la cola, esto
nos muestra un mayor dafio que en los otros tratamientos en cuanto a longitud de cola. (tabla 11).
En la figura 22 se puede observar una célula con una migracion del ADN notable con 18px de

longitud de la cola y con 6.78% de ADN en la cola.



Figura 22. Tratamiento con concentracion 2.0% de aloina (C3); TL: Longitud de la cola,

TL=15.00
Ta=1.00
TI=13125
ThAI=153125.00
XT=6.75
Th=1.221

TA: area de la cola, %T: % de ADN en la colay TM: momento de la cola

Tabla 11. Medidas de los linfocitos en el tratamiento C3 (2.0%)

TRATAMIENTO C3

%ADN de la Longitud dela | Areade lacola | %ADN de la Momento de la
cabeza(%H) cola(TL) (PX) | (TA) (PX) cola (%T) cola (TM)
96.599686 8.000000 1.000000 3.400315 0.272025
97.501922 10.000000 1.000000 2.498079 0.249808
94.170123 11.000000 1.000000 5.829874 0.641286
93.219078 18.000000 1.000000 6.780922 1.220566
96.835732 25.000000 1.000000 3.164269 0.791067

Posteriormente con los datos de la longitud de cola se realizé con resumen estadistico donde
se obtuvo una media de 14,4px (tabla 12), el cual fue mayor que la media de los tratamientos C1

y C2.
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Tabla 12. Resumen estadistico de la longitud de la cola en tratamiento C3 (2,0%)

RESUMEN ESTADISTICO

Cantidad 5
Promedio/media | 14,4
Desviacion 7,0214
estandar

Coeficiente de 48,7597%
variacion

Minimo 8,0
Maximo 25,0

Se realizd la comparacion de los datos de longitud de cola con el control positivo el cual dio
una P-valor de 0,1922, dado que el valor P es mayor o igual a 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de longitud de cola y el tratamiento al 95,0% de
nivel de confianza. Esto quiere decir que el dafio de las células evaluadas contra el tratamiento
C3 se acerca al dafio reportado en el control positivo, afirmando que en el tratamiento C3 hay
células con mayor dafio que en los demas tratamientos. Por otro lado al realizar la comparacion
de los datos de longitud de cola con el control negativo la diferencia fue estadisticamente
significativa ya que el valor fue de 0,0018, dado que el valor es menor a 0,05, esto nos indica que
hay una diferencia estadisticamente significativo entre la media de longitud de la cola y el
tratamiento evaluado. Estas comparaciones se graficaron en un diagrama de caja. (Figura 23)
donde se pudo ver que los valores de la longitud de cola se interponen con los valores del control

positivo, esto nos demuestra lo dicho anteriormente.
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Figura 23. Comparacion de las medidas de longitud de cola del tratamiento C3 con el control

positivo y negativo

4.10 Analisis estadistico

Se realizo el andlisis de varianza (ANOVA) con el programa statgraphics, donde se utilizé
un factor de los tratamientos que es la longitud de la cola, ya que esta es una de las tres medidas
cuantitativas mas empleadas en estudios del ensayo cometa segun lo planteado por Faust et al.

(2004), siendo esta una medida directamente proporcional al dafio de la celula.

Se examind la media de la longitud de cola de cada tratamiento y fueron representados en
una tabla 13, esta también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos que se
muestran actualmente se basan en el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher, todo esto realizado por el programa statgraphics. Los intervalos estan construidos de tal
manera que si dos medias son iguales, sus intervalos se superpondran el 95,0% de las veces, ya
que estos intervalos se utilizan para determinar qué medias son significativamente diferentes de

otras. En la figura 24 podemos ver como el intervalo del tratamiento C2 Y C3 se interponen ya
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que sus medias son aproximadas, también se observo que el intervalo del tratamiento C3 y el de
control positivo se alcanzan a interponen, demostrando que el tratamiento C2 y C3 son los Unicos
donde se presentan dafio significativo de la célula, ya que estos tratamientos presentan una
mayor concentracién de aloina podemos decir que el dafio de la célula es directamente

proporcional a la concentracion de la aloina.

Tabla 13. Media de la longitud de la cola de cada tratamiento con intervalos de cada media

Tratamientos Cantidad Media | Limite Limite
inferior superior
Control negativo 5 0 -3,96553 3,96553
Control positivo 5 21,8 17,8345 25,7655
Tratal 5 1,0 -2,96553 4,96553
Trata2 5 12,2 8,23447 16,1655
Trata3 5 14,4 10,4345 18,3655
Total 25 9,88
26~ =
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Figura 24. Intervalo de la media de la longitud de cola de cada tratamiento
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Posterior a esto se realizé un analisis de varianza donde nos ayuda a determinar si las
diferencias entre las medias de cada tratamiento son estadisticamente significativas, con la ayuda

de este andlisis determinaremos si la hipdtesis nula se rechaza o se acepta (Tabla 14).

Tabla 14. Longitud de la cola por Tratamiento. Analisis de varianza

FUENTE DE | SUMA DE GRADOS | CUADRA | F- P-
VARIACION | CUADRADOS | DE DO RATIO | VALOR
LIBERTA | MEDIO
D
Entre grupos 1721,84 4 430,46 11,91 0,0000
Dentro de 722,8 20 36,14
grupos
Total (Corr.) 244464 24

Una p < 0,05 significa que la hipétesis nula es falsa y una p > 0,05 que la hipotesis nula es
verdadera. (Arias, 2017). La hip6tesis nula determina que la aloina como bioinsecticida no tendra
alguna incidencia sobre los linfocitos humanos, puesto que el valor p es 0,0000, la hipotesis nula
se rechaza y asi concluimos que la longitud de la cola tiene medias diferentes en los tratamientos
evaluados. Esto quiere decir que la longitud de la cola es diferente dependiendo del tratamiento,

siendo asi el dafio causado en la célula depende de la concentracion de aloina.

La evidencia de un riesgo genotoxico relacionado a la exposicion, resulta del intensivo uso
de plaguicidas y poco uso de elementos de proteccion; una relacion de dosis-efecto puede ser una
hipotesis, lo que revela la necesidad de implementar programas para educar a los agricultores en
la reduccidn del uso de plaguicidas toxicos e implementar las medidas de proteccion.
(Aristizabal, 2009). Teniendo en cuenta que se obtuvieron resultados que demuestran que el

extracto de aloina a mayor concentracion causa dafio en los linfocitos humanos, los agricultores



expuestos a un bioinsecticida que contenga aloina deben usar correctamente las medidas de

proteccion.

78



79

5. Conclusiones

La licuefaccion es una técnica eficiente para la recuperacion de Aloina presente en las hojas
de Aloe Vera, dando como resultado el rendimiento de 92%, esto quiere decir que se pudo

obtener la mayor parte de aloina de la hoja.

Se logro determinar la concentracion del extracto de aloina obtenido por medio de
licuefaccion de las hojas de Aloe Vera analizado mediante cromatografia liquida de ultra-alta
resolucion con detector de masas orbitrap el cual detecto una concentracion alta de aloina en el

extracto de Aloe vera.

Tras el andlisis, podemos deducir que la degradacion del ADN en linfocitos humanos es
directamente proporcional a la concentracidn de extracto de aloina, conforme a mas
concentracion de aloina contenga el tratamiento mayor dafio causara en las células. Dando como
resultado mayor dafio en las concentracion 1,5% y 2,0%, demostrado a través de los pardmetros

de longitud de cola (TL).

Podemos concluir que el extracto de aloina en mayores concentraciones es un agente

genotoxico, ya que se observaron dafios al materia genético
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6. Recomendaciones

En necesario seguir investigaciones de genotoxicidad de otros componentes con potencial de

bioinsecticida y asi los trabajadores expuestos no presenten dafios en la salud.

Se hace una invitacion a la Universidad en seguir investigando sobre la genotoxicidad
basados en el uso de la metodologia de ensayo cometa, ya que es un método con resultados

favorables.
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