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RESUMEN

Las plantas medicinales han influido en culturas y pueblos de todo el mundo, en
algunos casos con la sobreutilizacion de productos vegetales, lo cual fomenta la
realizacion de ensayos de toxicidad para corroborar las consecuencias que
pueden generar sobre un organismo vivo. En este sentido, la presente
investigacion evalud los posibles efectos genotdxicos y citotoxicos de Aloe vera
mediante el test de Allium cepa. Se realiz6 un ensayo previo para determinar la
concentracion de dos productos naturistas a base de acibar deshidratado de A.
vera que generd una disminucion del 50 % en la longitud radical de A. cepa
(CEsp) y para el gel de esta planta medicinal se tom6 la CEsg sugerida por llbas
et al. (2012) de 20 % v/v. Se establecieron tres concentraciones de estudio: alta
(200 % CEsp), media (50 % CEsp) y baja (25 % CEsg) durante tres tiempos de
exposicion (24, 48 y 72 h) en donde se evaluaron: longitud, color y forma de la
raiz y parametros microscépicos: indice mitético, indices de fases y posibles
alteraciones en el numero y estructura de los cromosomas. A pesar de que se
registraron diferentes efectos, muchos de estos fueron determinados en bajas
frecuencias, por lo cual, fue necesaria la realizacion de dos ensayos
exploratorios en donde se evaluaron los efectos del acibar fresco de esta planta
(exudado principal del contenido de los productos naturistas) a concentraciones
de (0O, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/l) y (0, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/l) por 48 h
cada uno. Se emplearon bulbos uniformes de A. cepa (cebolla blanca),
previamente enraizados por 72 h en agua destilada y luego sometidos a las
sustancias experimentales de A. vera: gel fresco, acibar deshidratado contenido
en dos productos naturistas (“producto 1” y “producto 2”) y acibar fresco.
Durante el segundo ensayo, se visualizaron cambios en el color de las raices y
alteraciones de longitud al cabo de 48 y 72 h. Mediante la evaluacién
microscopica se observo que los efectos sobre el indice mitético no llegan a ser
significativos; sin embargo, si se generan cambios sobre los indices de fases,
ralentizando el proceso de divisibn con un marcado desplazamiento hacia
profase. Asimismo, los tratamientos con A. vera afectan significativamente la
morfometria celular y nuclear en interfase, siendo los citoplasmas voluminosos
los mas frecuentes. Las alteraciones mitdticas presentadas con mayor
frecuencia fueron las C-metafases, microndcleos y anafases alteradas. El
cariotipo de A. cepa no fue afectado en el nUumero cromosémico, pero si fue
observada cierta pegajosidad en los mismos. Al evaluar el acibar fresco en los
ensayos exploratorios se hallaron alteraciones celulares y mitéticas que
involucraban tanto el indice mitético y de fases, asi como ciertas perturbaciones
como citoplasmas contraidos, nacleos amorfos y efectos clastogénicos, aunque
en baja frecuencia. A pesar que A. vera es una de las plantas medicinales con
mayor utilidad en el mundo, el uso de sus componentes principales (gel y
acibar) debe de ser moderado, mediante los resultados obtenidos se puede
mencionar, que un CoONsSumMO excesivo puede acarrear severas consecuencias,
por lo cual se sugiere la toma de precauciones y consulta de la informacion
requerida para consumir dichos productos de forma adecuada.

Palabras claves: CEsp, genotoxicidad, citotoxicidad, Aloe vera, Allium cepa,
meristemas radicales.



INTRODUCCION

El conocimiento de sustancias toxicas posee sus origenes desde la
prehistoria, donde el hombre primitivo implementaba diferentes extractos para
actividades rutinarias como la caza, garantizando su supervivencia en la
naturaleza (Andrioli, 2011). Estas actividades condujeron al conocimiento
basico de propiedades de extractos que podian ser perjudiciales o benéficos,
corroborandose asi el empleo de productos vegetales como los primeros
componentes toxicos manipulados (Repetto y Repetto, 2009).

Durante afios, el uso de plantas y sus propiedades farmacolégicas han
jugado un papel esencial en culturas y pueblos a lo largo de todo el territorio
nacional e internacional, siendo la base terapéutica en el tratado de diferentes
afecciones de salud, constituyendo a veces el Unico recurso de caracter
medicinal (Vizoso et al., 2000; Sturbelle et al., 2010).

Los ingredientes activos presentes en las plantas han sido empleados
como materia prima para la elaboracion de muchos productos, principalmente
de caracter terapéutico. El empleo de estas mezclas complejas en las que
también pueden estar presentes compuestos mutagénicos capaces de
desencadenar efectos carcinogénicos y teratogénicos debe venir acompafiado
por previos estudios de toxicidad como requisito fundamental para su posterior
comercializacién y consumo humano (Vizoso et al.,, 2000; Mufioz y Guerrero,
2012).

A partir de las investigaciones de Muller sobre mutaciones causadas por
rayos X en Drosophila en el afio 1927, surgié una amplitud de experimentos que
se basaron en estudiar la acciébn de agentes mutagénicos, los cuales han
permitido el desarrollo de una disciplina cientifica conocida como genética
toxicoldgica, que indaga sobre el estudio de los posibles efectos genotoxicos
gue pueden causar muchas sustancias de origen vegetal. En 1962, Joshua
Lederberg propuso la realizacion de ensayos que permitieron determinar los

posibles riesgos mutagénicos de sustancias quimicas al entrar en contacto con



algun organismo, esta idea fue adoptada como doctrina en muchos paises,
conllevando a la necesidad de instaurar ensayos vinculados sobre la evaluacién
mutagénica ademas de los ya establecidos para la fecha (Andrioli, 2011).

La genotoxicologia fue reconocida como ciencia en el afio 1969, siendo
una erudicion transdisciplinaria, se utiliza un vocablo de caracter genético y
también incorpora términos de toxicologia; sin embargo, existe cierto
acoplamiento o fusion entre ambas areas de estudios, lo cual ha permitido la
obtencion de resultados mas amplios que aquellos alcanzados como ciencia
unitaria (Paz y Mifo et al., 2001).

Los ensayos toxicoldgicos para evaluar los distintos efectos de extractos
naturales, sintéticos, componentes presentes en el suelo y agua incluyen
sistemas a corto plazo, dentro de los cuales se pueden destacar: induccién de
segregacion mitética en el hongo Aspergillus nidulans D-30, ensayo de
induccion de microndcleos en médula désea de raton (Vizoso et al., 2000),
prueba de microndcleos en Vicia faba (Olivares et al., 2015), ensayo de
inhibicién de la luminiscencia en Vibrio fischeri, ensayo de Tradescantia sp,
ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna S. (De la Pefia y Herrero,
2005), ensayo de toxicidad aguda con V. fischeri, ensayo de mutagenicidad con
Salmonella typhimurium, ensayo de genotoxicidad con la lombriz de tierra
Eisenia andrei (Cuevas et al., 2008; Pica y Trujillo, 2008; Sandoval, 2008), entre
otros.

En la evaluacion directa en seres vivos se utiliza generalmente a
roedores como unidades modelos debido a su cercania taxonomica con el ser
humano (Andrioli, 2011); no obstante, estudios recientes reconocen a algunas
plantas superiores como modelos genéticos fiables para determinar
compuestos con potencial toxico (Valencia et al., 2013). Entre las especies
vegetales ampliamente utilizadas en pruebas de toxicidad se pueden
mencionar: Lactuca sativa L. (lechuga), Tradescantia sp (cucarachita) (De la
Pefia y Herrero, 2005), Vicia faba (haba), Allium cepa (cebolla blanca) (Valencia

et al., 2013), entre otras.



A. cepa, es una planta herbacea perteneciente a la familia Liliaceae, con
16 cromosomas somaticos (2n=2x=16) de gran tamafio y muy simétricos (Mesi
y Kopliku, 2011; Sharma y Vig, 2012). Es una planta de origen asiatico, cuya
propagacion se extendid a Europa y finalmente a América; este organismo ha
sido utilizado desde épocas remotas en la dieta y costumbres culinarias, e
incluso, en la medicina alternativa dada sus propiedades. Del mismo modo, es
una planta formadora de bulbos, los cuales pueden llegar a ser muy variados
fenotipicamente, clasificandose principalmente por su color; no obstante,
también pueden diferenciarse de acuerdo a su forma, usos, tamafio, entre otros
(Rothman y Dondo, 2007).

La cebolla blanca es utilizada en un bioensayo de genotoxicidad
conocido como “Allium Test” o “Test de Allium cepa”, aplicado por vez primera
por Levan en 1938 para evaluar los efectos citotoxicos de la colchicina (Gohil y
Kaul, 1983) y desde entonces se convirti6 en un sistema estdndar para
determinar efectos mutagénicos y citotoxicos de una amplia gama de
sustancias, este ensayo fue aprobado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en el afio 1997 (Cano et al., 2002), lo cual ha conducido a la aplicacién
de este test en muchos centros de investigacion y universidades (Andrioli,
2011).

Esta especie vegetal es lo suficientemente sensible, teniendo cierta
correlacion con los estudios realizados en mamiferos (Macedo et al., 2012),
ademas es un vegetal facilmente manejable y de gran disposicion para el
montaje de los ensayos, resultando sencillo establecer un disefio experimental
con dicha especie (Mesi y Kopliku, 2011).

Mediante el empleo de A. cepa como unidad experimental se pueden
observar manifestaciones externas de dafio toxico a través de parametros
macroscopicos como la presencia, forma y el color de las raices y la longitud
gue estas alcanzan sometidas a diferentes condiciones experimentales (Mesi y
Kopliku, 2011). De igual manera, el test de A. cepa es una prueba biologica que

puede ser facilmente reproducible y aporta resultados fidedignos en cortos



periodos de tiempo (Andrioli, 2011).

Asimismo, se toman en consideracion signos internos que finalmente
ayudan a generar informacién de la induccion de alguna alteracion a nivel
celular, sobre el material genético y en el proceso mitético (Mufioz y Guerrero,
2012). Esta evaluacion microscopica viene dada por el indice mitético, indices
de fases, alteraciones en el proceso mit6tico y en el cariotipo de la especie
experimental (Mesi y Koplilu, 2011).

Por medio del indice mitético (IM%) se puede examinar el efecto directo
sobre la division celular somética. La inhibicion de este aspecto microscopico
(IM%), pone de manifiesto una respuesta genotoxica en el tejido de la especie
vegetal (meristema radical) por el ambiente creado, siendo sin6nimo de un
incremento en el tiempo de duracion de la interfase, dicha evaluacion debe
sustentarse a través del estudio de los indices en cada una de las fases
mitéticas: profase, metafase, anafase y telofase (Andrioli, 2011). De igual
manera, puede existir una correlacién entre la longitud que alcanza la raiz al
culminar el tiempo de exposicion con respecto a los valores obtenidos en el
indice mitético, aunque no siempre se genera este efecto (Sharmay Vig, 2012).

La obtencion y posterior analisis de los indices de fases para cada uno
de los contextos experimentales puede evidenciar retrasos en la maquinaria
mitética en comparacion al control, lo cual en estadios como anafase, la
dindmica de polimerizacién de las fibras del huso pueden verse notoriamente
afectadas por la exposicidn a sustancias mutagénicas (Andrioli, 2011).

Alteraciones a nivel del material genético puede conducir a
manifestaciones citolégicas y, por consiguiente, a errores en la maquinaria
mitética que puede conllevar a la induccion de aberraciones cromosomicas,
destacandose dentro de estas: micronucleos, puentes anafasicos, deleciones,
translocaciones, fragmentos, c-mitosis, alteraciones en el nucleo de las células
meristematicas interfasicas, entre otros (Berrocal et al., 2013). Detectar cada
uno de los cambios que puede generar una sustancia sobre la especie es de

vital importancia, por este motivo, la realizacion de bioensayos toxicologicos



como el test de A. cepa se ha convertido en una alternativa rutinaria y
concluyente de otras pruebas, e incluso, como ensayo unitario para determinar
los niveles de toxicidad de un determinado producto.

A. cepa es considerado un excelente modelo in vivo, por lo cual se le ha
conferido una mayor importancia en los ultimos afos, al ser una prueba en
donde el tejido meristemético estd en contacto directo con la sustancia de
interés (que se desea evaluar) por un tiempo determinado. Esto ha permitido
predecir los posibles riesgos que se pueden generar en el material genético de
organismos eucariotas, por lo tanto, los resultados pueden ser extrapolados en
animales y plantas (Bosio y Dail, 2012).

La aplicabilidad de este bioensayo es muy amplia, ha sido de utilidad
para la evaluacibn de productos farmacolégicos como la adriamicina
(antibiodtico), el metrodinazol (antiparasitario), en la industria de alimentos para
examinar los efectos de edulcorantes, colorantes artificiales, conservantes, en
estudios de monitoreo ambiental de suelos y aguas, también, en la evaluacion
de biocidas y productos naturales. En este sentido, llbas et al. (2012) evaluaron
el gel de Aloe vera a diferentes concentraciones, obteniéndose una disminucién
en las longitudes de las raices de A. cepa y en el indice mitético a medida que
la concentracion de gel aumentaba. Sin embargo, Vizoso et al. (2000),
estudiaron esta misma sustancia a concentraciones diferentes del trabajo
anterior, aplicando dos ensayos: uno in vivo utilizando el modelo de Aspergillus
nidulans D-30 y otro in vitro (ensayo de micronucleos en médula 6sea de ratén),
y para efectos de su investigacion no hallaron resultados que afirmen dafio
genético y celular.

A. vera es una planta perenne, monocotiledonea, incluida actualmente
dentro de la familia Asphodelaceae, suculenta, nativa de la region entre el
noreste de Africa y la peninsula de Arabia, hallandose naturalizada en zonas
tropicales y sub-tropicales de todo el mundo (Imery y Ozols, 2017). En América,
fue introducida por los espafioles y desde entonces su cultivo se ha propagado

por varios paises, desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Chile y



Argentina (Imery y Céardenas, 2006).

Molero et al. (2013) sefialan que en Venezuela dicha especie fue
introducida directamente a la region peninsular y costera del estado Falcon, asi
como también, presumen que las primeras plantaciones comerciales de
importancia tienen sus origenes en el afio 1870 y a partir de 1920 estas
extendieron sus cultivos en esa zona. En la década de 1930, los cultivos de A.
vera se expandieron a otras poblaciones del estado Falcon y de alli a los
estados Lara y Zulia.

Las plantaciones de A. vera también se ubican en los estados Sucre y
Anzoétegui, en esta area geografica se resefia que lleg6 por via maritima como
consecuencia del intercambio comercial con las islas del Caribe (ICE, 1990).
Desde ese tiempo, el A. vera ha sido explotado de manera artesanal por
pequefias corporaciones agroindustriales dedicadas a la extraccion de acibar y
gel (Pifa, 2004). En Venezuela, la produccion de esta especie vegetal esta
principalmente dirigida a la elaboracion de productos naturistas, cosmeéticos y
bebidas nutracéuticas en pequefias empresas nacionales; y en mayor escala, la
materia prima estabilizada y conservada se exporta a corporaciones
trasnacionales en EE.UU., Francia, Alemania y Japén (Imery y Ozols, 2017).

El mucilago contenido en el hidroparénquima de las hojas de A. vera ha
sido blanco de estudios debido a sus diversas propiedades. Vizoso et al. (2000)
sefialan que a este gel y, por tanto, a muchos de sus productos derivados se le
ha comprobado propiedades antivirales, gastro-protectoras (Sturbelle et al.,
2010; Dominguez et al., 2012), cicatrizantes (Chithra et al., 1998),
antiinflamatorias, inmunomoduladoras (Reynolds y Dweck, 1999; Strubelle et
al., 2010) entre otras; no obstante, diversos investigadores también le han
conferido propiedades antivirales y antibacterianas al acibar, que es otro de los
componentes del A. vera (Dominguez et al., 2012; Barnola, 2016).

El acibar, es una sustancia de color amarillo, de sabor amargo,
caracterizado por la presencia de constituyentes fenélicos como las cromonas y

las antraquinonas (Dominguez et al.,, 2012). La aloina es el principal



componente antraquinénico del acibar que la planta secreta como mecanismo
de defensa para alejar a los depredadores por su olor y sabor desagradable; sin
embargo, también se pueden resaltar antraquinonas como la barboleina y
emodina (Imery, 2007; Dominguez et al., 2012). A estos compuestos organicos
del acibar se le han conferido propiedades estimulantes de secreciones
estomacales y digestivas, generando un efecto catartico debido a que aceleran
la motilidad intestinal. Su uso en altas concentraciones pueden provocar efectos
laxantes, lo cual ha sido aprovechado en la industria para la elaboracion de
farmacos estimuladores del sistema digestivo, promoviendo la defecacion
(Barnola, 2016).

El acibar de A. vera en altas proporciones pueden generar efectos
significativamente toxicos en el ser vivo debido a la accién de sus compuestos
antraquinénicos (Cui et al., 2008). En este sentido, Imery (2007) sefialé los
posibles efectos endogenotoxicos de las antraquinonas durante la formacién de
células madres del polen en plantas de A. vera cultivadas en regiones de baja
disponibilidad de humedad edéfica, elevada temperatura y radiacién solar,
condiciones ambientales que propician la mayor concentracién de estas
sustancias.

Las sustancias que han sido confirmadas como laxantes de origen
natural o sintético, deben ser utilizadas de forma moderada, pues el abuso de
las mismas ha sido asociado, en algunos estudios, con pardlisis intestinales,
hemorroides, pérdida de la funcién intestinal, pancreatitis, desarrollo de tumores
no cancerigenos y carcinogénesis (Herrera et al., 2015).

A pesar de los avances cientificos en el area toxicolégica sobre diversos
farmacos, productos alimenticios y extractos de plantas, la evaluaciéon de la
toxicidad en sus diferentes niveles que pueden generar los componentes de A.
vera no ha sido ampliamente estudiada. La importancia de la evaluacién
profundizada en esta area sobre A. vera y sus componentes, radicO en que
representa una de las plantas con mayor utilidad a nivel mundial, dado sus

aportes en la salud humana. Del mismo modo, el desconocimiento por parte de



la poblacién sobre las consecuencias que pueden desencadenarse por una
sobreutilizacion de estos componentes naturales, promueve el estudio de los
posibles efectos genotoxicos y citotoxicos de extractos A. vera (gel y acibar)
sobre atributos morfoldgicos y citogenéticos, empleando a la cebolla (A. cepa)
como modelo. Por tal motivo, los resultados obtenidos brindan un soporte
cientifico que contribuye, por ejemplo, a proyectar las concentraciones no

perjudiciales para la salud humana.



METODOLOGIA

Material vegetal

Esta investigacion involucrd a dos especies vegetales: la primera, sabila
(Aloe vera) como fuente de extractos: gel, acibar frescos y dos productos
comerciales de capsulas laxantes con acibar deshidratado (Figura 1) para
estudiar su posible toxicidad; y la segunda, cebolla blanca (Allium cepa) que se
cultivd bajo condiciones in vitro como organismo modelo. El acibar fresco se
obtuvo de plantas naturalizadas en un bosque muy seco tropical de “Cerro
Colorado”, Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre; el gel fresco, provino de
plantas cultivadas en el vivero del Laboratorio de Genética Vegetal,
Departamento de Biologia. Ambos grupos de A. vera se derivaron de una
poblacion naturalizada en el sector “Tras de la Vela”, peninsula de Araya,
conservada ex situ como material de estudio a partir del trabajo de Albornoz e
Imery (2003).
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Figura 1. Productos naturistas a base de acibar deshidratado de Aloe vera,
seleccionados para esta investigacion.



Los dos productos laxantes fueron adquiridos en tiendas naturistas de la
ciudad de Cumana, ambas marcas seleccionadas por ser las de mayor
distribucion y consumo. Los bulbos de A. cepa, variedad “gran Texas 502" se
obtuvieron en un comercio local y seleccionados segun su buen estado
fitosanitario, sin raices activas, tamafio similar (4-5 cm de didmetro), siguiendo
la metodologia descrita por Fiskesjo (1985), con ciertas modificaciones

descritas en la presente investigacion.

Colecta de material fresco (acibar y gel) de Aloe vera

El acibar fresco fue extraido de plantas en condiciones de estrés hidrico,
cortando transversalmente toda la roseta foliar de A. vera a 10 cm por encima
del apice caulinar, inmediatamente se colocaron las hojas dentro de un envase
plastico limpio de 20 L para colectar el acibar recién drenado. Esta colecta se
realiz6 entre 5:00 y 6:00 a.m., segun indicaciones técnicas de Pifia (2004)
(Figura 2).

Figura 2. Corte transversal de la roseta foliar de Aloe vera por encima del apice
caulinar para la extraccion del acibar fresco, siguiendo el procedimiento
artesanal realizado por la industria productora de este recurso.

En el caso del gel, se seleccionaron plantas de tres o mas afios de
cultivo en condiciones de vivero, se cortaron hojas enteras y basales con
dimensiones minimas de 60 cm de longitud, 10 cm de ancho y 2 cm de espesor,

a fin de cumplir con las especificaciones requeridas por la agroindustria (Imery,
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2012). Las hojas recién cortadas se colocaron verticalmente sobre una
superficie plana con el corte hacia abajo para drenar la mayor cantidad de
acibar durante una hora. Seguidamente, a estas hojas se les fue removido todo
el mesdfilo con cuchillo de acero inoxidable y de esta manera se obtuvo el
hidroparénquima, el cual fue sumergido en agua fria de 5 °C durante 24 h para
diluir cualquier remanente de acibar. El hidroparénquima se enjuagd con agua
corriente por 3-5 segundos, se dejo escurrir y se homogenizé con licuadora
doméstica a alta velocidad durante dos minutos en vaso de vidrio estéril para
obtener una solucion madre de gel. Finalmente, dicha solucién fue filtrada al

vacio con malla de nilén (diametro de poro 180 um).

Estimacion de la dosis de acibar fresco

El acibar recién colectado fue filtrado y se le midié volumen y peso, se
deposité en capsulas de Petri y se deshidraté en una estufa marca Memmert a
50 °C por 48 h. Se peso el polvo que quedo en el fondo de las capsulas de Petri
y con esta medicion se establecié la relacién entre el volumen de acibar fresco
y el acibar deshidratado en el laboratorio. A partir de estos calculos se
determind la relacion equitativa de los tratamientos con el acibar en polvo
contenido en los dos productos comerciales. El calculo de estas dosis se realiz
con anterioridad al ensayo realizado para estimar la concentracion efectiva
media (CEsp); aquella que generd una disminuciéon del 50 % en el crecimiento
radical y del disefio experimental donde se establecieron concentraciones (baja,

media y alta).

Pretratamiento de los bulbos de A. cepa

El pretratamiento de los bulbos de cebolla consté de la eliminacion de
catéfilas protectoras y raices presentes. Posteriormente, estos bulbos fueron
lavados con una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % v/iv y luego se
sometieron a agua corriente por un minuto para eliminar los remanentes de esta
solucion. Los bulbos desinfectados se colocaron por 48 a 72 h sobre frascos de

vidrio con agua destilada, de este modo se humedecid ligeramente la zona
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basal y se promovié el crecimiento radical. Una vez que las raices se
regeneraron y alcanzaron entre 1,0 - 1,5 cm de longitud, los bulbos se

expusieron a las diferentes condiciones experimentales.

Determinacion de concentracion efectiva media (CEsp)

Para estimar la CEs fue necesaria la realizacion de un ensayo previo
que permitié obtener, mediante la aplicacion de la férmula descrita por Berrocal
et al. (2013), el coeficiente de inhibicion a partir de los cuales luego se estimé

graficamente la CEsg para los productos naturistas.

Coeficiente de inhibicion (% CI) = 100 x (Lc — Lt)/Lc
Donde:
Lc = Longitud de las raices en el control (agua destilada).
Lt = Longitud del tratamiento (extractos de A. vera).

Para ello, 63 bulbos de A. cepa fueron sometidos inicialmente a un
pretratamiento de enraizamiento por 72 h en envases de compota bajo
condiciones de laboratorio (24 + 2 °C, HR 82 %, fotoperiodo 12/12 con 5000 lux
de luz natural indirecta) de los cuales sélo 36 fueron expuestos a los diferentes
tratamientos (acibar deshidratado de A. vera) a distintas concentraciones por

triplicado y durante 48 h (Figura 3).

Figura 3. Ensayo preliminar para estimar la CEso de los productos naturistas a
base de acibar deshidratado de Aloe vera.
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Las dosis estuvieron representadas por: 0; 100, 200; 300; 400 y 500 mg/I
Para el gel de A. vera se tomd en consideracion la concentracion efectiva media
sefalada por llbas et al. (2012) de 20 % v/v. Al momento de trasladar los bulbos
desde el medio de enraizamiento con agua destilada hacia los tratamientos
experimentales con extractos de A. vera, se raled el nuevo sistema radical de
los bulbos, dejando Unicamente las tres raices mas largas. Se dejo transcurrir el
tiempo de exposicion a los tratamientos, se llevd a cabo la medicion de tres
raices y finalmente se aplicO una operacion mediante la cual se obtuvo el
porcentaje del efecto de inhibicion.

Debido a que se obtuvieron CEsg distintas en ambos productos naturistas
fue necesaria la incorporaciéon de una prueba adicional para determinar la
pureza de los mismos.

Se tomd en cuenta que el acibar es un latex vegetal hidrosoluble, por lo
tanto, se dedujo que el sobrenadante de color oscuro que quedaba en los
contenedores eppendorf (1,5 ml) luego de centrifugar (10 000 rpm, 24 °C),
contenia el acibar disuelto, el cual fue descartado, dejando Unicamente el
precipitado con otros componentes menos solubles. Cabe destacar que dicho
precipitado fue lavado y centrifugado tres veces con agua destilada para extraer
la mayor cantidad de acibar, se secé en estufa (60 °C por 48 h) y luego se
determind el diferencial de peso con el cual se estimé el contenido de acibar

extraido en las muestras analizadas.

Disefio experimental

En un segundo ensayo donde se emplearon 30 bulbos de A. cepa
uniformes en envases de compota bajo condiciones de laboratorio (24 + 2 °C,
HR 82 %, fotoperiodo 12/12 con 5000 lux de luz natural indirecta), los
tratamientos a evaluar consistieron de un control negativo representado por
agua destilada y tratamientos con extractos de A. vera (gel fresco y acibar
deshidratado de ambos productos naturistas) en proporciones de 25, 50 y 200
% v/v con respecto a la CEsg por triplicado y por tres tiempos de exposicion (24,
48y 72 h) (Figura 4).
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Figura 4. Bateria de tratamientos con extractos de Aloe vera sobre meristemas
radicales de Allium cepa (segundo ensayo).

Cabe destacar que se llevaron a cabo dos ensayos ademdas del
anteriormente mencionado, correspondientes a acibar fresco de A. vera, donde
se utilizaron 18 bulbos para cada una de las pruebas. En un primer ensayo con
este extracto vegetal se emplearon concentraciones de: 0, 10, 20, 30, 40 y 50
(mg/l) con sus respectivos triplicados durante 48 h de exposicidén y otro donde
fueron evaluadas concentraciones de: 0, 100, 200, 300, 400 y 500 (mg/l) por
triplicado por 48 h (Figura 5). Estos ensayos fueron realizados debido a que
este exudado es el principal componente de los productos laxantes evaluados
en la presente investigacion al cual Imery (2007) sugiri6 un posible efecto
endogenotéxico, asimismo, fue necesaria la incorporacion de los mismos en
vista de que se registraron perturbaciones en los diferentes extractos (gel y

acibar deshidratado) en bajas frecuencias.

Parametros macroscépicos y microscopicos

Como parametros macroscépicos se tomaron en cuenta las variables:
longitud de la raiz méas larga en cada bulbo, color y forma del sistema radical, y
como parametros microscopicos se estudi6 la morfometria de células
meristematicas interfasicas, indice mitético, indice de cada fase mitética y
posibles alteraciones en el nUmero y estructura de los cromosomas.
Fases mitoticas

Después del tratamiento, la mitad de las raices de cada bulbo fueron
fijadas en solucién Carnoy | (3:1 etanol; acido acético glacial) durante 24 h.
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Para esta evaluacion se colectaron las raices en la hora mitética de este
organismo que va de 7:45 — 8:15 A.M. (Singh, 2003). Una vez transcurridas las
24 horas, las raices fueron lavadas con agua destilada por 10 minutos para
eliminar el exceso de fijador, posteriormente se hidrolizaron en HCI 1N por 10
minutos con el fin de disgregar la lamela media y finalmente, se trataron una
segunda vez en agua destilada para eliminar los remanentes del acido fuerte. El
tejido meristematico fue macerado sobre una lamina portaobjetos, se colored
con 1-2 gotas de orceina lactopropionica 1,5 % m/v durante tres minutos, se
coloco el cubreobjetos y se aplicé la técnica de squash o aplastamiento (Mata-
Sucre et al., 2017). La preparacion se observo al microscopio Optico, donde se
analizaron cuatro laminas por dia, se contabilizaron las diferentes fases
mitéticas (profase, metafase, anafase y telofase) y células interfasicas en etapa
G, del ciclo celular. Se determind el indice mitético (% IM) que estima el
porcentaje de células existentes en division dentro de un tejido meristematico y
gue, por tanto, es una medida de su potencial proliferativo, asi como también, el
indice de fases mediante las siguientes formulas:

indice mitdtico (% IM) = 100 x N° de células en mitosis/N° de células
meristematicas.

indice de fases (profase, metafase, anafase y telofase) = 100 x N° de
células en cada fase/N° de células mitoticas.

Alteraciones mitéticas

Las anormalidades que pueden generarse a causa de los tratamientos
experimentales, tales como: micronucleos, fragmentos, puentes anafésicos,
cromosomas Vvagantes, cromosomas rezagados, pegajosidad, rupturas
cromosdmicas, entre otras, segun Sharma y Sharma (1999), se determinaron
mediante el analisis de al menos diez meristemas por tratamiento, en donde se
identificaron y contabilizaron las células con anormalidades y posteriormente se

calculé su frecuencia con relacion al resto de las células en el mismo estadio.
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Alteraciones en cromosomas somaticos

Se analiz6 el cariotipo del organismo experimental para dilucidar alguna
alteraciéon con respecto a la cariologia normal que posee Allium cepa
(2n=2x=16). Para esta evaluacion microscopica se colecto6 la otra mitad de las
raices a la misma hora que las anteriores, pero con la diferencia de que a éstas
se les aplic6 un pretratamiento con el mitostético, colchicina (0,05 % m/v),
durante 90 minutos para facilitar la observacion de cromosomas dispersos. Para
la preparacion de laminas temporales se ejecutaron los mismos pasos seguidos
para el estudio de mitosis, segun Mata-Sucre et al. (2017). Se prepararon
cuatro ldminas por dia, se visualizaron detalladamente al menos 30 células con
cromosomas dispersos y bien definidos para determinar la existencia de
posibles alteraciones en el cariotipo.

Los ensayos y sus evaluaciones se desarrollaron en el Laboratorio de
Genética Vegetal (EC-518) del Departamento de Biologia en la Universidad de
Oriente. Para todas las variables macroscoépicas y microscopicas se llevaron
registros fotograficos con una camara digital Panasonic Lumix 14 mp que
permitié su analisis posterior con los programas SigmaScanPro 5 y Photolmpact
12.

Analisis estadistico

Los resultados cuantitativos se sometieron a analisis de varianza
(ANOVA), previa revision del cumplimento de los supuestos y se aplicé prueba
a posteriori de rangos multiples de Duncan a variables con diferencias
significativas entre los tratamientos. A aquellas variables donde no se
cumplieron los supuestos se les aplicé analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis
con posterior prueba de minima diferencia significativa (LSD). Todos los
calculos estadisticos se realizaron con 0=0,05, empleando el programa

estadistico Statgraphic Centurion 15,0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las pruebas de toxicidad de los diferentes extractos de
A. vera revelaron valores de CEsp de 250 mg/l para el producto naturista 1 y de
400 mg/l para el segundo producto (Figura 5). En el caso del gel fresco de A.
vera, se tomo en consideracion la concentracion efectiva media reportada por

llbas et al. (2012) de 20 % v/v, posteriormente se compard sus toxicidades
frente a A. cepa.

100 y = 0,2025x + 2,2033
90 R2= 0,93

80
70
60
50 F=======z==zz=z=z=zz:z:2:2:3:3
40
30
20
10
0

—]
==¢=Producto 1

= Producto 2

y = 0,1072x + 6,995
R2=0,86

Coeficiente de inhibicion (%)

0 100 200 300 400 500
Concentracion (mg/l)

Figura 5. Concentracion efectiva media (CEsp) de los extractos deshidratados
de Aloe vera presentes en los productos naturistas a base de acibar
deshidratado determinadas sobre el sistema radical de Allium cepa.

La obtencién de diferentes concentraciones efectivas medias en ambos
productos naturistas (producto 1 y producto 2) a base de acibar deshidratado de
A. vera puede estar relacionada con la naturaleza de ambas presentaciones
sélidas, siendo el producto 2, mas heterogéneo que el producto 1. Partiendo de
la idea de que ambas marcas indican en sus especificaciones al consumidor
que contienen acibar de A. vera, y considerando que este conglomerado de
metabolitos es el principal responsable de generar el efecto laxante (Dominguez
et al., 2012).
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Los resultados indican que las muestras del “producto 17 presentan
mayor cantidad de acibar que las muestras del “producto 2”. Aunque en ambos
casos no se solubilizaron totalmente los deshidratados comerciales, en el
producto 1 se extrajo un promedio de 15,13 % mas de acibar que en el
producto 2 (segun célculos derivados de la Tabla 1), lo que advierte de la menor
proporcion de elementos solubles en ésta Ultima marca, y por consiguiente,
menos acibar acompafiado de gran heterogeneidad de componentes fibrosos.

Al examinar el producto 2 bajo un microscopio estereoscopico se
denotaron particulas de diversa indole, siendo las mas recurrentes unos
agregados celuldsicos de color marrén claro y semejante a pequefios palillos
engrosados (Figura 6). Estas particulas gruesas presentaron areas
comprendidas entre los 84 981 y 1 105 217 um? (383 058 + 260 319 pm?). Otros
componentes fibrosos, mucho mas pequefios, se presentaron en forma de
polvillo liviano adherido a los conglomerados sélidos de acibar (de color pardo a
negro). El analisis de superficie, empleando fotomicrografias y el programa
SigmaScanPro 5, determind que, al menos, un 16,4 % del producto
deshidratado 2 estd compuesto por material fibroso visible al microscopio, y un
estimado de otro 5-10 % esta conformado por fibras o componentes
pulverizados mas dificil de precisar. Se estima entonces que alrededor de 20-25
% del contenido de las capsulas de este laxante estd compuesto por materiales
fibrosos, coincidiendo someramente con la tendencia arrojada por la prueba de

solubilizacion del acibar (Tabla 1).

Tabla 1. Diferencial de masa por solubilizacion del acibar de Aloe vera en
muestras frescas y en los laxantes naturistas “producto 1” y “producto 2”.

Productos Masa +DE Masa final +DE Mi-Mf +DE
inicial (9) (@) (@

Producto 1 1,0445  0,012162 1,0333 0,011179 0,0153 0,000212
Producto 2 1,0468  0,011458 1,0337 0,012216 0,0131 0,000777
Acibar fresco 2,0634  0,008041 2,0285 0,012070 0,0348 0,005054

+DE: desviacion estandar, Mi-Mf: masa inicial - masa final.

Las diferencias entre ambas determinaciones (15 Vs 20-25 %), puede
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deberse al remanente de acibar no solubilizado en ambos productos naturistas,
sensiblemente reflejado en los analisis de superficie.

Existen muchos productos naturistas a base de acibar de A. vera,
algunos son combinados con derivados de otras plantas (ejemplo Aquilaria
agallocha) (EINE, 2006), o con partes de la misma planta, como debe ser el
caso del extracto foliar del producto 2. En este laxante naturista se visualizan
particulas de diversos tamafos y colores, indicando que debe tratarse de

conglomerados de acibar deshidratado y restos secos de mesofilo foliar;

mientras que su equivalente “producto 1” es mucho mas homogéneo.

N ~ ¥en

Figura 6. Extracto naturista “producto 2” visto bajo microscopio estereoscopico.
Las flechas indican particulas fibrosas y los asteriscos (*) los conglomerados de acibar
deshidratado. Barra: 1000 pum.

Se ratifica entonces que la desigualdad de concentraciones efectivas
medias se debe principalmente a la heterogeneidad de los productos naturistas
a base de Aloe vera. El extracto con menor contenido de acibar deshidratado
(“producto 2”) requiri6 mayor proporcion (400 mg/l) para generar una
disminucion del 50 % en la longitud de la raiz de Allium cepa; y aquel con mayor
concentracion de acibar deshidratado (“producto 1”), llevo a cabo su efecto con
una menor concentracion (250 mg/l).

En base a las concentraciones efectivas medias se establecieron tres
dosis de evaluacién que correspondieron a 200, 50 y 25 % con respecto a la

CEso y las cuales fueron probadas en un segundo ensayo. Los parametros
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macroscopicos visualizados mediante la morfometria y color de las raices de A.
cepa constituyen un marcador esencial de afectacion sobre la unidad
experimental, actuando como manifestacion externa de posibles eventos
celulares internos (Fatma et al., 2017).

En el producto naturista 1, la mayor longitud radical se alcanza a una
concentracion de 200 % y, en concentraciones inferiores (50 y 25 %), se
visualizan longitudes cercanas entre ellas, de igual manera, se observan
longitudes superiores en las concentraciones antes mencionadas (200, 50 y 25
%) con respecto al control (Figura 7).

A partir de ello se puede deducir que existe un estimulo por parte de este
producto sobre el crecimiento radical, lo cual podria estar asociado a la
activacion de algunas fitohormonas como las auxinas y citocininas,
responsables de la proliferacion celular en las raices.

Con el producto naturista 2, se observo un aumento en la longitud de las
raices desde 0y 25 % (similares en ambos casos) hasta la concentracién del 50
%; no obstante, en la concentracion mas alta (200 %) se produjo una

disminucién de las longitudes para cada uno de los tiempos (Figura 8).
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Figura 7. Longitud (cm) de raices de Allium cepa sometidas a distintas
concentraciones de un producto comercial de Aloe vera “producto 1” por tres
periodos de tiempo (24, 48 y 72 h). Barras sobre la gréafica indican + desviacion estandar.
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Figura 8. Longitud (cm) de raices de Allium cepa sometidas a distintas
concentraciones de un producto comercial de Aloe vera “producto 2” por tres
periodos de tiempo (24, 48 y 72 h). Barras sobre la grafica indican + desviacion estandar.

Una respuesta similar se generd en las raices expuestas al gel de A.
vera, en las cuales a medida que aumentd la concentracién desde 0 hasta 50
%, se incrementd la longitud de las raices de A. cepa y declinaron luego a la

concentracion de 200 % (Figura 9).
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Figura 9. Longitud (cm) de raices de Allium cepa sometidas a distintas

concentraciones de gel de Aloe vera por tres periodos de tiempo (24, 48y 72 h).
Barras sobre la grafica indican + desviacion estandar.
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Este acortamiento en los meristemas radicales ocasionado por ambos
extractos a una concentracion de 200 % puede deberse a un efecto en el
ordenamiento de las microfibrillas de celulosa que se hayan distribuidas a lo
largo de todo el meristema, por lo cual se inhibe la expansién celular (Andrioli et
al.,, 2006). Dichos descensos, también pueden estar relacionados a la
heterogeneidad de los extractos, en el caso del producto 2, en la concentracion
mas baja se logré visualizar particulas sin disolver, las cuales a una
concentracion superior se pudo apreciar mayoritariamente, produciéndose una
aglomeracion de éstas en la raiz principalmente a un tiempo de exposicién
superior (72 h), por lo cual, se puede deducir que existe un impedimento en la
absorcion de dicha sustancia.

A pesar de que el gel de A. vera fue filtrado previamente para el
preparado de las soluciones, remanentes solidos del hidroparénquima fueron
observados, ademas de cierto grado de heterogeneidad en las soluciones,
sobre todo en la concentracion mas alta, esto pudo ocasionar alteraciones en el
proceso de difusion generando dificultad por parte de la raiz en absorber
fluidamente la solucién a la que fue inmersa.

En las 72 h de exposicion se generd una disminucién en las longitudes
de las raices para cada uno de los tratamientos experimentales (producto 1, 2,y
gel). En este sentido, también se observo una ligera disminucion en el control,
lo cual puede estar asociado a lo sefialado por Andrioli (2011), quien lo atribuye
a un agotamiento del sistema al carecer las soluciones de aireacion. Desde los
inicios del test de A. cepa no se establece una metodologia que incorpore el
oxigeno como elemento clave, pero si el recambio de soluciones
experimentales cada 24 h, ello pudo inducir a un decaimiento en las
concentraciones de oxigeno propias de las condiciones y en 24 horas puede
producirse un medio andxico aun estableciendo recambios de las soluciones.

Del mismo modo, una disminucién en las longitudes de las raices al ser
tratadas con una sustancia en particular por uno o diversos tiempos puede

deberse a fallos en los mecanismos asociados al funcionamiento de la
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membrana plasmatica, que involucra a metales esenciales como el magnesio
(Mg?") y el calcio (Ca®") de gran importancia para la raiz. Un descenso en las
concentraciones de estas especies quimicas favorece la auto-oxidacion de
moléculas estructurales de la membrana plasmatica en donde se hallan sitios
especificos para la adquisicion de cationes y aniones, lo cual puede provocar
alteraciones en el ambiente celular y por consiguiente la inactivacion de
enzimas especificas para la sintesis de proteinas y de ARN, responsables del
desarrollo normal de las raices (Vera et al., 2010).

Causil et al. (2017) sugieren que cuando la hidratacion de los bulbos de
A. cepa concurre bajo sustancias toxicas, la division celular de los meristemas
radicales puede verse notoriamente afectada, ya sea retardando el proceso
mitético o generando alteraciones celulares que pueden conducir a su posterior
destruccion, este tipo de alteraciones por lo general impide el crecimiento
normal de la raiz y, por tanto, su elongacion. Del mismo modo, la exposicion de
las raices de A. cepa a condiciones no 6ptimas para su normal desarrollo,
puede acarrear alteraciones no solo morfométricas sino también en su
coloracion. El grado de estas alteraciones va a depender de cuan toxica sea la
sustancia y del tiempo en contacto con ella.

Raices que fueron sometidas independientemente a distintas
concentraciones del producto naturista 1 no generaron inicialmente rasgos
colorimétricos atipicos para ninguna de las concentraciones; sin embargo, a
medida que fue avanzando el tiempo de exposicidén (48 h) este tejido vegetal se
torn6 un poco mas oscuro en toda su extension, manteniendo una forma
normal, es decir, sin encorvaduras ni engrosamientos (Figura 10). En un tiempo
y concentracién superior (72 h — 200 %, respectivamente) de este extracto, se
pudo denotar un oscurecimiento mas intenso en la zona mas apical del
meristema (Figura 11). En este sentido, Fiskesjo (1985) sefala que la
coloracién oscura intensa generada en la zona mas apical de los meristema
puede ser sinbnimo de necrosis en la raiz y por consiguiente de muerte celular;

sin embargo, en la presente investigacion se difiere de lo antes mencionado
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porque existe actividad celular en este tejido, siendo esta corroborada mediante
el estudio microscopico.

Por otra parte, el extracto comercial “producto 2” ocasioné cambios en la
coloracién a partir de las 48 h de exposicion, visualizandose un color mas claro
en la concentracion mas baja (Figura 12), y lo cual se mantuvo hasta la
finalizacion del montaje de los tratamientos. De igual manera, el gel de A. vera
proporciono6 signos morfologicos diversos, al cabo de las 72 h de exposicion, se
observé en las concentraciones 25 y 50 % raices con gran estado de turgencia
y de color blanco, muy similar a lo observado en el control (Figura 13); no
obstante, en una concentracion de 200 % de la CEsy de gel, las raices se
tornaron mas delgadas, débiles y mas opacas con respecto a las
concentraciones inferiores (Figura 14). Para ninguno de los tratamientos con gel
fresco de A. vera, en sus diferentes tiempos, se denotan cambios en la forma

de la raiz.

o

Figura 10. Raices de Allium cepa sometidas a soluciones del producto naturista

1 durante 48 h. Raices a una concentracion de 25 % (a), 50 % (b) y 200 % (c) con respecto a
la CExso.
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Figura 11. Meristemas radicales tratados con el producto 1 al 200 % durante 72
h. Las flechas sefialan el oscurecimiento de la zona més apical de la raiz.

Figura 12. Raices de Allium cepa sometidas a distintas concentraciones del

producto naturista 2 al cabo de 48 h. Raices a una concentracion de 25 % (a), 50 % (b)
y 200 % (c) con respecto a la CExs.
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Figura 13. Estado de meristemas radicales sin ser sometidos a los extractos de
Aloe vera (tratamiento control).

Figura 14. Raices de Allium cepa tratadas con soluciones de gel de Aloe vera al

transcurrir 72 h de exposicion. Raices tratadas con solucion del 25 % (a), 50 % (b) y 200
% (c) de la CEsy de gel fresco.
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A pesar que la evaluacion de pardmetros macroscopicos considera a la
longitud de la raiz el atributo externo mas importante, el estado y la coloracién
que puede adquirir dicho tejido en una condicion dada, tambien genera
informacion de dafio téxico sobre la unidad experimental. Por medio de la
coloracion originada en los tejidos tratados con las soluciones de los laxantes
naturistas “producto 1 y 2”, puede especularse que los contituyentes fendlicos
presentes en los mismos causan pigmentacion en el tejido radical, o dicho
efecto puede ser atribuido a una oxidacion no detrimental de los mismos por
falta de oxigeno en el medio.

Ademas de los efectos que pueden generarse macroscopicamente
mediante la accion de diversas sustancias, tambien pueden llegar a
desencadenarse alteraciones microscopicas que abarcan el mundo celular, el
proceso mitético, e incluso, variaciones en el cariotipo de la especie bajo
estudio.

Al llevar a cabo el andlisis microscopico se visualizaron algunas
alteraciones nucleares, asi como también citoplasmaticas en los tratamientos
experimentales que no fueron evidenciados en un control (0 %), por lo cual fue
necesario determinar las distintas areas nucleares, celulares y citoplasméticas
para estos aspectos citoloégicos. En células meristeméticas cuyas raices no
fueron sometidas a sustancias experimentales, se pudo distinguir a nivel celular
un elevado estado de turgencia, con un nucleo delimitado por la envoltura que
lo separaba claramente del citoplasma, una membrana sin haber perdido su
integridad y con la presencia de uno a tres nucléolos en el caso de células
interfasicas (Figura 15). Dichas caracteristicas fueron corroboradas por la
investigacion de Carruyo et al. (2006), donde evaluaron el efecto toxico del
plomo sobre meristemas radicales de A. cepa, cuyas raices sin tratar con este
metal presentaron signos celulares completamente normales y similares a los
descritos en el presente trabajo.

También se visualizaron ndcleos redondeados sin ninguna afectacion de

forma cémo fue descrito en algunos de los tratamientos evaluados, ni la
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presencia de alteraciones nucleares y una excelente calidad celular y de cada
uno de sus componentes.

Al aplicar un ANOVA multifactorial para las areas celulares se obtuvieron
diferencias significativas entre los efectos principales, formandose también una
interaccion significativa triple entre los extractos, las concentraciones y los
tiempos (f-cal: 18,88; p<0,05). La mayor area celular se estableci6 en el extracto
correspondiente al producto 1 a una concentracion de 25 % a las 48 h y la
menor area celular se visualizé en el gel al 50 % a las 24 h, siendo estas
estadisticamente distintas entre ellas y por consiguiente diferentes al resto de
los tratamientos (Figura 16).

Figura 15. Células meristeméticas de raices de Allium cepa sometidas a

condiciones experimentales normales (H,Od — tratamiento control). Las flechas
sefialan células interfasicas con sus respectivos nucleolos.
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De igual manera, el analisis estadistico para el area nuclear establecio
diferencias significativas entre los efectos principales, formandose también una
interaccion triple entre ellos (extracto-concentracion-tiempo) con un f-cal: 10,91
y p<0,05. El tratamiento constituido por el gel 50 % al cabo de 48 h fue quien
presentd el valor mas alto y la menor area nuclear se establecio en el

tratamiento de gel al 50 % a las 24 h (Figura 17).
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Combinaciones (extracto/concentracion/tiempo)
Figura 16. Areas celulares en meristemas de Allium cepa sometidos a

diferentes concentraciones y tiempos de exposicion a extractos de Aloe vera.
Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos
multiples de Duncan (a = 0,05). P1: acibar deshidratado “producto 1”, P2: acibar deshidratado
“producto 2", G: gel fresco. 0, 25, 50 o 200: porcentaje de la CEs,. 24, 48 0 72: tiempo de
exposicién (horas). Promedio de tres repeticiones.

A lo que concierne al area citoplasmética se formé una interaccion triple
en los efectos principales extractos-concentracién-tiempo como en el resto de
las areas evaluadas con un f-cal: 18,83 y p<0,05. EI ANOVA multifactorial
estableci6 diferencias estadisticamente significativas entre las mismas,
determinandose la mayor area citoplasmatica en el tratamiento de “producto 1”
25 % a las 48 h y la menor area citoplasmatica en “producto 1” 200 % a las 24 h
(Figura 18).
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Figura 17. Areas nucleares en células meristematicas de Allium cepa sometidas

a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion a extractos de Aloe vera.
Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos
multiples de Duncan (a = 0,05). P1: acibar deshidratado “producto 1”, P2: acibar deshidratado
“producto 2", G: gel fresco. 0, 25, 50 o 200: porcentaje de la CEs. 24, 48 0 72: tiempo de
exposicién (horas). Promedio de tres repeticiones.
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Figura 18. Areas citoplasmaticas en células meristematicas de Allium cepa
sometidas a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion a extractos de

Aloe vera. Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segin prueba de
ambitos multiples de Duncan (a = 0,05). P1: acibar deshidratado “producto 17, P2: acibar
deshidratado “producto 2”, G: gel fresco. 0, 25, 50 o 200: porcentaje de la CEs,. 24, 48 0 72:
tiempo de exposicion (horas). Promedio de tres repeticiones.
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Los resultados obtenidos para las distintas areas reflejan las diferentes
alteraciones celulares encontradas (Tabla 2), en donde la que presentdé mayor
frecuencia a las 24 h fue la de citoplasmas voluminosos en el “producto 1” 50 %
con un valor del 15 % y de 13,69 % para el “producto 2” 50 % (Figura 19).
También se describieron otras alteraciones como: citoplasmas contraidos para
todos los tratamientos siendo mas frecuente en el gel de A. vera al 50 % y en el
producto 1 al 50 %, ndcleos acorazonados con una frecuencia de 0,21 % para
el producto 2 al 200 % y 0,50 % para gel al 50 % (Figura 20), asi como también,
nucleos en forma de oz (1,02 %) para el producto 1 al 200 %, ndcleos en forma
de “s” para el producto 2 al 50 % con una recurrencia de aparicién de 1,19 %,
nucleos en forma de “c” para el producto 1y 2 al 50 % (Figura 21) y finalmente
nucleos en forma de “8” para el producto 2 al 50 % (Tabla 2).

Figura 19. Citoplasmas voluminosos en células meristematicas de Allium cepa
sometidas por 24 h a productos naturistas a base de acibar deshidratado de
Aloe vera. a: producto 1 al 50 % de la CEs, y b: producto 2 al 50 %.

A las 48 h, los citoplasmas voluminosos fueron la alteracién citol6gica
mas recurrente (19,44 %) principalmente en células cuyos meristemas fueron
tratados con el extracto del producto 1 al 200 %, seguido del producto 2 al 50 %
(Figura 22) con una frecuencia de 15,91 %, (Tabla 2). Ademas se visualizaron

algunas células con citoplasmas contraidos.
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Figura 20. Alteraciones citolégicas en meristemas radicales de Allium cepa

sometidos por 24 h a extractos de Aloe vera. a: citoplasmas contraidos en “producto 1”
al 50 % de la CEsy, b: citoplasmas contraidos en gel al 50 %, c: nucleo acorazonado en gel al 50
% y d: nacleo acorazonado en “producto 2” 200 %. Las flechas sefialan la alteracion celular.

. s

Figura 21. Alteraciones citoldégicas en meristemas de Allium cepa sometidas por
24 h a extractos de Aloe vera. a: nicleo en forma de oz en “producto 1” al 200 % de la

1Pl “w

CEs, b: nucleo en forma de “s” en “producto 2” 50 %, c: nucleo en forma de “c” en “producto 1”
50 % y d: nucleo en forma de “c” para “producto 2” 50 %.

Figura 22. Alteraciones citolégicas en meristemas de Allium cepa sometidas por

48 h a extractos de Aloe vera. a: citoplasma voluminoso en el producto 1 al 200 % de la
CEs y b: citoplasma voluminoso en el producto 2 al 50 %.
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Finalmente, a las 72 h de tratamiento se describi6 como una de las
alteraciones citologicas mas frecuente a los nucleos en forma de media luna
para el producto naturista 2 al 25 %, seguido de nucleos encorvados para gel al
200 % y nucleos en forma de “m” en el producto 2 al 50 % (Figura 23). Ademas

se hallaron algunas células que presentaron citoplasmas contraidos (Figura 24).

Figura 23. Alteraciones citoldgicas en meristemas radicales de Allium cepa

sometidos por 72 h a extractos de Aloe vera. a: nicleo en forma de media luna en
“producto 2” al 25 % de la CEsp, b: ndcleo encorvado en gel 200 % y c: nucleo en forma de “m”
en “producto 2” 50 %. Las flechas sefialan la alteracién celular.

Figura 24. Citoplasmas contraidos en células meristematicas de Allium cepa

sometidas por 72 h a extractos de Aloe vera. a: gel al 25 % de la CEs, b y c¢: “producto
2" 25 %, d: “producto 2” 50 %, e: “producto 1” 50 % y f: “producto 1” 25 %. Las flechas sefialan
la alteracioén celular.
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Los citoplasmas voluminosos fueron una de las alteraciones con mayor
recurrencia, esta misma anormalidad fue descrita por Andrioli (2011), en este
sentido, esta investigadora comenta que los citoplasmas voluminosos son
indicadores de efectos pre letales por la falta de aireacion en el medio al
producirse un agotamiento del oxigeno y por ende del sistema hidropdnico,
aunque el recambio diario de las soluciones restablece, en cierta medida, la
concentracion de oxigeno, no recompensaria del todo la carencia del mismo en
el medio, ademas dicha accién traeria como consecuencia la posible formacion
de radicales libres acompafiado de dafio celular.

Se puede inferir acerca de los citoplasmas contraidos que esta alteracion
surge por la presencia de ciertas sustancias que pueden desencadenar un
efecto hiperténico, los meristemas radicales al entrar en contacto con una
sustancia que tiene una determinada concentracion provoca un estrés sobre el
organismo vegetal, lo cual se traduce en alteraciones en el ambiente celular,
por lo cual el medio que rodea a la célula presenta mayor concentracion de
solutos. Esto conduce a la pérdida de agua por parte de la célula al haber
diferencias de presiones y dicha pérdida persiste hasta que la presién osmotica
sea igual tanto en el medio externo como en el interno (célula), conduciendo en
algunos casos a que la célula muera por deshidratacion (Medina, 2011).

La presencia de nucleos amorfos en este estudio puede ser deducida
como un efecto directo de los extractos sobre la integridad de la membrana, o
sobre un conjunto de proteinas especificas que se hallan en el interior de la
membrana nuclear, formando como una especie de capa en el ndcleo, el cual
interviene en la desorganizacion y reorganizacion de las membranas nucleares

en el proceso de division celular.
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Tabla 2. Frecuencia de alteraciones citoldgicas halladas en células meristematicas de Allium cepa sometidas a
distintas concentraciones de extractos de Aloe vera por tres periodos de tiempo (24, 48y 72 h).

Anormalidades (%)

Tiempo Extractos Conc. (%) N células CV CC NA NO NS NC N8 NM NML NE
Control 0 229 - 0,87 - - - - - - - -
Producto 1 25 572 - 0,70 - - - - - - - -
Producto 1 50 280 15,00 10,00 - - - 0,36 - - - -
Producto 1 200 489 - 3,27 - 1,02 - - - - - -
Producto 2 25 349 - 5,73 - - - - - - - -
24 h Producto 2 50 168 13,69 4,76 - - 1,19 3,57 0,60 - - -
Producto 2 200 470 3,83 4,47 0,21 - - - - - - -
Gel 25 219 - 5,94 - - - - - - - -
Gel 50 200 - 11,50 0,50 - - - - - - -
Gel 200 177 - 5,08 - - - - - - - -
Control 0 254 - - - - - - - - - -
Producto 1 25 258 - - - - - - - - - -
Producto 1 50 133 - 11,28 - - - - - - - -
Producto 1 200 319 19,44 3,45 - - - - - - - -
Producto 2 25 130 6,92 6,92 - - - - - - - -
48 h Producto 2 50 176 15,91 3,98 - - - - - - - -
Producto 2 200 204 0,98 3,43 - - - - - - - -
Gel 25 238 9,24 0,84 - - - - - - - -
Gel 50 371 - 0,81 - - - - - - - -
Gel 200 125 - 5,60 - - - - - - - -
Control 0 279 - - - - - - - - - -
Producto 1 25 177 - 2,82 - - - - - - - -
Producto 1 50 167 - 2,99 - - - - - - - -
Producto 1 200 143 - 2,80 - 0,70 - - - - - -
Producto 2 25 129 - 3,10 - - - - - - 11,63 -
72 h Producto 2 50 108 - 3,70 - - - - - 0,93 - -
Producto 2 200 86 - 6,98 - - - - - - - -
Gel 25 167 - 1,80 - - - - - - - -
Gel 50 167 - 10,78 - - - - - - - -

Gel 200 202 - 11,39 - - - - - - - 1,48

Conc: concentraciéon, N células: nimero de células en divisién, CV: citoplasmas voluminosos, CC: citoplasmas contraidos, NA: ndcleos

acorazonados, NO: nucleos en forma de oz, NS: nucleos en “s”, NC: nucleos en “c’, N8: nucleos en “8” y NM: nucleos en “m”.
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Al llevar a cabo el estudio mitético, se visualizaron células en un control
negativo o sin extracto en las distintas fases mitdticas con caracteristicas
aparentemente normales, sin ninguna alteracion en ninguna de las etapas
(profase, metafase, anafase y telofase) y con una turgencia celular considerable
(Figura 25).

Figura 25. Células mitéticas en meristemas radicales de Allium cepa sometidos

a condiciones experimentales normales (H,Od — tratamiento control). a: profase,
b:metafase, c: anafase y d: telofase. Barra = 10 um.

Al aplicar un ANOVA multifactorial para el indice mitético se tiene que no
existen diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los efectos principales
(extracto, concentracién y tiempo) evaluados (Figura 26), obteniéndose un valor
f-cal para el factor extracto de 1,35 (p>0,05), para la concentracion un f-cal de
1,96 (p>0,05) y para el tiempo un f-cal 1,57 (p>0,05). Resultados similares
fueron determinados por Andrioli (2011) al evaluar los efectos del metronidazol



en meristemas de A. cepa, hallando para el indice mitético diferencias no

significativas entre los factores evaluados.
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Figura 26. Indice mitotico en células meristematicas de Allium cepa sometidas a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion a extractos de Aloe vera.

P1: acibar deshidratado “producto 1”, P2: acibar deshidratado “producto 2”, G: gel fresco. 0, 25,
50y _ZQO: porcentaje de la CEsq. 24, 48 y 72: tiempo de exposicion (horas). Promedio de tres
repeticiones.

Para el indice de profase, se obtiene una interaccion significativa entre la
concentracion y el tiempo con un f-cal de 3,99 (p<0,05). La mayor proporcion de
células profasicas se visualizaron en las combinaciones 50%/24h, 200%/24h,
25%/72h, 50%/72H y 200%/72h, siendo estos estadisticamente similares pero
diferentes al resto de los tratamientos, y un indice de profase menor se visualiz
en el tratamiento 0%/24h (Figura 27). Del mismo modo, al cabo de 24 h se
generd un aumento para este indice que luego disminuyé a las 48 h y que
finalmente en un tiempo superior (72 h) hubo como especie de una
recuperacion.

En esta fase mitética (profase) se establecieron los mayores indices para
cada uno de los tratamientos. Resultados similares fueron obtenidos por Cano
et al. (2002) al evaluar los efectos de extractos de Lepidium meyenii Walp sobre
la mitosis de A. cepa, empleando este sistema hidropdnico y obteniéndose
indices de profases superiores al resto de las fases, e incluso, de un control

negativo constituido por agua.
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Figura 27. Indice de profase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones y tiempos de exposicidn a extractos de

Aloe vera. Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de
ambitos multiples de Duncan (a = 0,05). 0, 25, 50 o 200: porcentaje de la CEsy. 24, 48 0 72:
tiempo de exposicion (horas). Promedio de tres repeticiones y cuatro soluciones de cultivo.

El indice de metafase, por su parte, arrojé diferencias significativas en los
efectos principales del factor concentracién con un valor f-cal de 10,40 (p<0,05),
hallandose el mayor indice de metafase a 0 % de la CEsy, siendo este
estadisticamente distinto al resto de las concentraciones. A medida que
aumentd la concentracién se generd una disminucion de este indice, pero que
no llegd a ser significativa en estas concentraciones (25, 50 y 200 %) (Figura
28).
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Figura 28. indice de metafase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones de extractos de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples

de Duncan (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones, cuatro soluciones de cultivo y tres tiempos
de exposicion.
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Una tendencia similar se precis6 en el indice de anafase,
determindndose diferencias significativas entre las concentraciones con un f-cal
de 12,32 (p<0,05), siendo la concentracion de 0 % donde se localizd el mayor
indice de anafase y en concentraciones superiores el menor indice con
similaridad estadistica entre ellos, pero diferentes al control (Figura 29).
Asimismo, es importante mencionar que el mayor indice de anafase se obtuvo a
las 48 h de exposicion con un f-cal: 8,85 (p<0,05) e indices de anafases
similares a las 24 y 72 h, no llegando a ser significativamente diferentes entre
ellos (Figura 30).
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Figura 29. indice de anafase en células meristematicas de Allium cepa
sometidas a diferentes concentraciones de extractos de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples

de Duncan (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones, cuatro soluciones de cultivo y tres tiempos
de exposicion.
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Figura 30. indice de anafase en células meristeméaticas de Allium cepa

sometidas a diferentes tiempos de exposicion a extractos de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples
de Duncan (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones, cuatro soluciones de cultivo y cuatro
concentraciones.
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En el indice de telofase se obtuvieron diferencias significativas en la
concentracion y el tiempo, generdndose una interaccion doble entre ambos
factores (f-cal 3,02, p<0,05). EI mayor indice de telofase se establecio en los
tratamientos de concentracion 0 % al cabo de 24 h y 50 % a las 48 h (Figura
31).
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Figura 31. indice de telofase en células meristematicas de Allium cepa
sometidas a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion a extractos de

Aloe vera. Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segtn prueba de
ambitos multiples de Duncan (a = 0,05). 0, 25, 50 o 200: porcentaje de la CEsy. 24, 48 0 72:
tiempo de exposiciéon (horas). Promedio de tres repeticiones y cuatro soluciones de cultivo.

Los menores indices de telofases se determinaron a las 24 h en las
concentraciones de 50 % y 200 % vy al transcurrir 72 h en las concentraciones
de 25, 50 y 200 %, respectivamente, independientemente de los extractos.
También se logra denotar que en concentraciones mas altas de los extractos,
bien sea a las 24, 48 o 72 h de exposicidn, se visualizan indices de telofases
inferiores con respecto al resto de los tratamientos experimentales y del control.

A pesar de que el analisis de varianza aporto que no existen diferencias
significativas en el indice mitotico, por lo cual no existe un efecto directo sobre
este indice en general, si se ve afectado cada uno de sus componentes (fases
mitéticas). Estos resultados pueden ser atribuidos a un efecto sobre la
formacion de la fibra del huso mitético por la posible reactividad de las

concentraciones aplicadas de los extractos en la tubulina, lo cual puede
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ralentizar el proceso mitotico y por tal motivo se contabiliza el mayor nimero de
células en profase (llbas et al., 2012, Sharma y Vig, 2012).

Asimismo, existe una regulacibn y mecanismos moleculares que
intervienen como puntos de control en la transicién de las células al pasar por
cada una de las fases mitoticas, ello con el fin de asegurar que al final de la
mitosis se dé lugar a dos células hijas con la misma informacién genética que la
célula madre. Alteraciones en estos centros pueden conllevar a que los
procesos de transcripcion y traduccion, para que se lleve a cabo la
desorganizacion de la envoltura nuclear que facilita el paso de una célula en
profase hacia metafase, se vean afectados, por lo cual puede generarse un
estancamiento celular en la primera etapa del proceso mitdtico que finalmente
conduce a que la gran mayoria de las células en division no transiten al resto de
las fases. Esto explica que al llevar a cabo un estudio microscépico se
contabilice un porcentaje superior de células proféasicas con respecto al resto de
las fases (Cano et al., 2002).

De igual manera, diferentes alteraciones mitoticas fueron contabilizadas
en los distintos tiempos, determinandose a las 24 h de exposicion los
fragmentos como una de las alteraciones mas recurrentes principalmente en el
tratamiento correspondiente al producto naturista 1 al 50 % con una frecuencia
de 1,07 %, seguido de la presencia de micronucleos para esta misma condicién

experimental (Figura 32) con una frecuencia de 0,71 % (Tabla 3).
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Figura 32. Anormalidades mitéticas mas frecuentes en células meristematicas
de Allium cepa sometidas a un extracto de Aloe vera (producto naturista 1) a

una concentracion de 50 % respecto a la CEsg a las 24 h de exposicion. a:
fragmento y b: micronucleo.
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Se determind para este mismo tiempo (24 h), anormalidades como c-
metafases, anafases alteradas, microndcleos y “estekinesis” para el extracto del
producto 1 al 25 % (Figura 33), aunque con menor frecuencia que las antes
descritas, asi como también, micronucleos para este mismo extracto a una
concentracion de 200 % y “estekinesis” para el producto comercial 2 al 25 %

(Figura 34), pero con valores de frecuencia inferiores (Tabla 3).

a

Figura 33. Anormalidades mitéticas en células meristematicas de Allium cepa
sometidas a un extracto de Aloe vera (producto naturista 1) a una concentracion

de 25 % respecto a la CEsgp a las 24 h. a: c-metafase, b: “estekinesis”, ¢c: microntcleo, d:
anafase alterada.

®

Figura 34. Anormalidades mitéticas de baja frecuencia en células
meristematicas de Allium cepa sometidas a dos productos naturistas de Aloe
vera por 24 h. a: microntcleos en el producto 1 al 200 % de la CEs, y b: “estekinesis” en el
producto 2 al 25 %.

En tiempos superiores (48 h) se determiné con mayor frecuencia (3,08
%) a las anafases estelares para el extracto concerniente al producto 2 al 25 %,
seguido de los micronucleos (3,00 %) y c-metafases (2,25 %) para el producto

comercial 1 al 50 % de la CEsp (Figura 35). Asimismo, otras alteraciones como:
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cromosomas rezagados (Figura 36), rupturas cromosomicas, fragmentos
(Figura 37), anafases alteradas (Figura 38) y “estekinesis” fueron observadas
en este tiempo para cada uno de los tratamientos (Figura 39), pero con una
menor frecuencia (Tabla 3).

Figura 35. Anormalidades mit6ticas mas frecuentes en células meristeméaticas

de Allium cepa sometidas a extractos de Aloe vera a las 48 h de exposicion. a:
anafase estelar en el producto 2 al 25 % de la CEsp, b y c: micronlcleos y c-metafase en el
producto naturista 1 al 50 %.

Figura 36. Cromosomas rezagados en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a extractos de Aloe vera por 48 h de exposicion. a: producto 2 al 50 % de
la CEs, b: producto 2 al 200 %, c y d: gel 25 % y gel 50 %. La flecha sefiala la anormalidad.

43



Figura 37. Anormalidades mitéticas en células meristeméticas de Allium cepa

sometidas a extractos de Aloe vera por 48 h de exposicidn. a: rupturas
cromosomicas en producto 2 al 25 % de la CEsy, b: fragmento en producto 1 al 50 %, c:
fragmentos en el producto 2 al 25 % y d: fragmentos en gel 25 %. La flecha sefiala la alteracion.

. | -

Figura 38. Anafases alteradas en células meristematicas de Allium cepa

d
sometidas a extractos de Aloe vera por 48 h de exposicion. a: producto 1 al 200 %,

b: producto 2 al 25 %, c: producto 2 al 50 %, d: producto 2 al 200 %, e: gel 25 % y f: gel 50 %.
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Figura 39. Anormalidades mitéticas en células meristeméticas de Allium cepa

sometidas a extractos de Aloe vera por 48 h de exposicidn. a: micronicleos en
producto 2 al 200 % de la CEsg, b: microndcleos en gel 25 %, c: “estekinesis” en producto 2 al
50 %, d: “estekinesis” en el producto 2 al 200 % y e: “estekinesis” en gel 50 %.

A las 72 h de exposicion la c-metafase fue la alteracion con mayor
frecuencia (2,09 %) para el tratamiento con el producto naturista 1 al 200 % de
la CEso (Figura 40) y otras de menor frecuencia en gel 200 % (0,99 %) y 0,56 %
en el producto 1 al 25 % (Figura 41).

Figura 40. C-metafase en células meristematicas de Allium cepa sometidas al
producto naturista 1 al 200 % de la CEs por 72 h de exposicion.
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Figura 41. C-metafases en células meristeméticas de Allium cepa sometidas a
extractos de Aloe vera por 72 h. a: gel al 200 % de la CEs, y b: producto 1 al 25 %.
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Tabla 3. Frecuencia de anormalidades mitéticas halladas en células meristeméticas de Allium cepa sometidas a
distintas concentraciones de extractos de Aloe vera por tres periodos de tiempo (24, 48y 72 h).

Anormalidades (%)

Tiempo Extractos Conc. (%) N de células C-m CR RC Frag. Mn AA AE Estek.
Control 0 229 - - - - - - - -
Producto 1 25 572 0,17 - - - 0,17 0,17 - 0,17
Producto 1 50 280 - - - 1,07 0,71 - - -
Producto 1 200 489 - - - - 0,61 - - -
Producto 2 25 349 - - - - - - - 0,29
24 h Producto 2 50 168 - - - - - - - -
Producto 2 200 470 - - - - - - - -
Gel 25 219 - - - - - - - -
Gel 50 200 - - - - - - - -
Gel 200 177 - - - - - - - -
Control 0 254 - - - - - - - -
Producto 1 25 258 - - - - - - - -
Producto 1 50 133 2,25 - - 0,75 3,00 - - -
Producto 1 200 319 - - - - 0,31 0,31 - -
Producto 2 25 130 - - 0,76 1,54 - 1,54 3,08 -
48 h Producto 2 50 176 - 1,14 - - - 1,34 - 0,57
Producto 2 200 204 - 0,98 - - - 1,96 - 0,98
Gel 25 238 - 1,68 - 0,84 0,42 1,68 - -
Gel 50 371 - 0,53 - - - 0,27 - 0,27
Gel 200 125 - - - - - - - -
Control 0 279 - - - - - - - -
Producto 1 25 177 0,56 - - - - - - -
Producto 1 50 167 - - - - - - - -
Producto 1 200 143 2,09 - - - - - - -
Producto 2 25 129 - - - - - - - -
72 h Producto 2 50 108 - - - - - - - -
Producto 2 200 86 - - - - - - - -
Gel 25 167 - - - - - - - -
Gel 50 167 - - - - - - - -
Gel 200 202 0,99 - - - - - - -

Conc: concentracion, N de células: niamero de células en division, C-m: c-metafase, CR: cromosomas rezagados, RC: rupturas
cromosoémicas, Frag: fragmentos, Mn: micronicleos, AA: anafases alteradas, AE: anafases estelares y Estek: “Estekinesis”.
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La presencia de ciertas anormalidades como microndcleos y rupturas
cromosomicas puede llegar a simbolizar patrones de efectos genotoxicos. El
hallazgo de micronucleos en la presente investigacion puede venir dado por
errores en el proceso de division celular debido principalmente a rupturas de
segmentos cromosomicas que no comprenden secuencias de actividad
céntrica, errores durante la replicacidn, posterior division del material genético y
la concurrencia de sustancias téxicas que pueden afectar directamente el ADN
(Zalacain et al., 2005).

Tlrkoglu (2007) resefia que los micronucleos son el resultado de
fragmentos acéntricos o de cromosomas rezagados que no se incorporaron a
los ndcleos de las células hijas durante la telofase mitética, generandose de
esta forma un ndcleo de menor tamafo, el cual puede desaparecer o persistir y
en donde pueden encontrarse genes de gran importancia para la planta. Este
tipo de fragmentos fueron registrados también por Mercykutty y Stephen (1980)
al evaluar los efectos de la adriamicina (antibiético) en meristemas radicales de
A. cepa, interpretando que dichas aberraciones cromosomicas pudieron haber
sido el punto de origen de los micronucleos, los cuales pueden llegar a
desaparecer o persistir en el ciclo celular.

Por otra parte, las alteraciones como la c-metafase y los cromosomas
rezagados pueden ser el resultado de los efectos directos sobre la formacion de
la fibra del huso mitético al verse afectada la sintesis de la proteina responsable
del plegamiento de las fibras al cromosoma (Sharma y Vig, 2012). Estas
alteraciones ya habian sido observadas en el estudio de Mercycutty y Stephen
(1980), en donde la c-metafase fue una de las afectaciones encontradas con
mayor frecuencia, confiriéndole principalmente su origen a la inhibicion de la
sintesis de ciertas proteinas durante este proceso.

Del mismo modo, ElI-Ghamery y Mousa (2017) sugieren que la c-
metafase puede surgir por la presencia de una sustancia que altere los
procesos del movimiento cromosdmico mediante la regulacion de la

polimerizacion y despolimerizacion de los microtubulos, lo cual puede detener el

48



proceso mitotico, es decir, se interrumpe el avance del proceso en metafase y
esto genera cromosomas diseminados y con un alto grado de condensacion,
similar a lo observado en la presente investigacion.

Yajia et al. (1997), destacan a las c-metafases como un fenédmeno
generado principalmente por la concentracion quimica de un producto en
particular y la aparicion de la misma es un indicador sensible de efecto
genotoxico. Casimiro et al. (2009), indican que la c-metafase representa un
bloqueo del ciclo celular al verse inactivado parcialmente el huso mitético.

De igual manera, los cromosomas rezagados pueden deberse a fallas en
los mecanismos asociados al movimiento de los cromosomas, lo que impide
consecuentemente el desplazamiento del mismo hacia cualquiera de los polos
de la célula (Ttrkoglu, 2007).

Restrepo et al. (2012) sefialan que las afectaciones como rupturas
cromosOmicas se producen por efectos clastogénicos; mientras que los
cromosomas rezagados y las c-metafases son consecuencias de efectos
aneugeénicos. Alteraciones similares, aunque en muy baja frecuencia, fueron
observados en esta investigacion, al poner en contacto los meristemas
radicales de A. cepa con los extractos de A. vera, principalmente los derivados
del acibar deshidratado.

Turkoglu (2007), al evaluar la genotoxicidad de cinco conservantes de
alimentos, reconoci6 a las rupturas cromosOmicas como una de las
afectaciones clastogénicas encontradas, detallando que ademas de existir un
efecto por parte de la sustancia sobre los cromosomas, también se origina un
efecto directo sobre el ADN.

La prueba de A. cepa (“Allium-test”), ha ganado con el pasar de los afios
gran credibilidad, confiabilidad y, hoy en dia, ha sido ampliamente utilizada para
estimar y evaluar los posibles efectos genéticos y citologicos que pueden
ocasionar una gran diversidad de sustancias sobre un organismo vivo. El
estudio mitético ha sido uno de los mas empleados, al igual que el morfoldgico;

no obstante, varios investigadores han sugerido el analisis cromosémico
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adicional para confirmar alteraciones en el cariotipo de dicha especie (Sharmay
Sharma, 1999; Singh, 2003).

En la presente investigacion, se establecié ademas del analisis mitético,
una evaluacion al cariotipo de la especie vegetal, caracterizada principalmente
por poseer 16 cromosomas somaticos de gran tamafio y muy simétricos (2n =
2x =16), evidenciandose en el control (0 % de la CEsp), cromosomas sin rasgos
de pegajosidad, separados, turgencia a nivel celular, cromatina en estado de
condensacion y sin ninguna alteracion aparente (Figura 42).

Figura 42. Cariotipo de Allium cepa bajo condiciones experimentales normales
(control negativo - H,Og). Barra 10 pm.
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Aspectos diferentes fueron visualizados en el cariotipo de la misma
especie vegetal cuando fue sometida a los extractos de Aloe vera, llegandose
incluso, a no observar cromosomas en algunos tiempos de exposicion.

A las 24 h de tratamiento en el extracto correspondiente al laxante
naturista 1 se hallaron células con cromosomas en las concentraciones de 25y
50 %, denotandose para cada uno de ellos los 16 cromosomas esperados
(2x=2n=16), por lo cual se estima que no se vio afectado el numero en los
mismos, pero si se llegd a observar cierto grado de pegajosidad en la
concentracion mas baja (Figura 43) cuyo signo fue mas drastico a una
concentracion intermedia acompafado de cierta fragmentacion en algunas

zonas de los cromosomas (Figura 44).
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Figura 43. Cariotipo de Allium cepa una vez que los meristemas radicales
fueron expuestos al extracto correspondiente al producto naturista 1 al 25% por
24 h de exposicion. Barra 10 pm.

A una concentracion mas alta de este extracto (200 % de la CEsp), no se
observaron cromosomas evaluables en ninguna de las células analizadas. Para
este mismo tiempo (24 h) en el producto naturista 2 a una concentracion de 25
% de su CEsp, se observaron cromosomas con gran solapamiento entre sus
brazos, acompafnado de cierta pegajosidad, deterioro y asimetria en los mismos
(Figura 45). Cabe destacar, que a una concentracion intermedia (50 %) y alta
(200 %) de esta sustancia no hubo presencia de cromosomas en ninguna de las

células.
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Figura 44. Cromosomas de Allium cepa provenientes de meristemas radicales

sometidos al producto naturista 1 al 50 % de la CEsp. Las fechas indican zonas con
cierta fragmentacion. Barra 10 um.

Figura 45. Cromosomas de Allium cepa provenientes de meristemas radicales

sometidos al producto comercial 2 al 25%. Las flechas indican cromosomas
asimétricos. Barra 10 um.

En cuanto al gel de A. vera, a las 24 h de estar en contacto con los
meristemas radicales de A. cepa, no se llegd a determinar cromosomas en

ninguna de las concentraciones de estudio.
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En un tiempo superior (48 h) para ninguno de los tratamientos
experimentales, exceptuando el control o la concentracién de 0 % de la CEsy,
se visualizaron cromosomas en ninguna de las células analizadas. Esta accion
pudo estar influenciada por la poca o escaza penetracion de la colchicina sobre
los meristemas tratados con cada uno de los extractos, o a una ralentizacion de
la formacién de las fibras del huso mitético y, por tanto, del proceso en general,
lo que conlleva a que gran parte de las células permanezcan en una fase
anterior a la metafase que es donde la cromatina alcanza el mayor grado de
condensacion y hace posible la visualizacién de cromosomas dispersos.

A las 72 h de tratamiento se precisaron cromosomas en el producto
laxante 2 al 25 y 50 % de la CEsp. En la concentracion mas baja los
cromosomas se distinguieron en pocas células y con mayor efecto que los
vistos en un tiempo inferior de 24 h (Figura 46). Del mismo modo, en una
concentracion intermedia (50 %), persiste la pegajosidad divisada en una

concentracion y tiempo inferior (Figura 47).

Figura 46. Cromosomas de Allium cepa en células meristematicas sometidas al
producto comercial 2 al 25 % de la CEsg por 72 h. Barra 10 um.
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Figura 47. Cromosomas de Allium cepa en células meristematicas sometidas al
producto comercial 2 al 50 % de la CEsg por 72 h. Barra 10 um.

Por su parte, en el extracto correspondiente al producto naturista 1
estuvieron ausentes las células metafasicas colchinizadas, es decir, no se
observaron cromosomas en ninguna de las concentraciones empleadas;
mientras que en el gel si se distinguieron células con cromosomas para las
concentraciones de 25 % de su CEsy (Figura 48) y en 50 % (Figura 49),
presentando rasgos similares a los antes mencionados como una cromatina
pegajosa. Es importante sefialar, que para todos los tratamientos y tiempos en
los cuales se hallaron cromosomas, no se vio alterado el nUmero cromosémico
de la especie.

La pegajosidad en los cromosomas puede deberse a un efecto sobre las
nucleoproteinas o0 directamente sobre la cromatina, esta alteraciéon
cromosomica se caracteriza por el agrupamiento de estos en alguna fase de la
mitosis y posiblemente esta puede ser explicada por fallas en el proceso de
condensaciéon. Asimismo, los cromosomas pegajosos pueden ser el resultado
del mal funcionamiento o una accion directa sobre proteinas no histénicas que
estan estrechamente involucradas en la organizacion de los cromosomas para

la posterior separacion de cromatidas hermanas en anafase; sin embargo, se
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ha sugerido que la alteracion de estas proteinas puede ser causada por efectos
en los genes estructurales que codifican para ellas (Valencia et al., 2013).

g >

Figura 48. Células colchinizadas de meristemas radicales de Allium cepa
sometidas a gel de Aloe vera al 25 % de su CEsp por 72 h. Barra 10 um.

Figura 49. Cromosomas de Allium cepa cuyos meristemas radicales fueron
sometidos a gel de Aloe vera al 50 % de su CEsg por 72 h. Barra 10 um.

Ene-Obong y Amadi (1987) sefalan que un efecto pegajoso en los
cromosomas puede deberse a sustancias quimicas presentes en los extractos
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de plantas medicinales que favorezcan la desnaturalizacion del ADN vy
promuevan la disolucién de nucleoproteinas.

A pesar de que en los distintos extractos evaluados se determinaron
alteraciones tanto a nivel interfasico como mitoticas, e inclusive un efecto sobre
los cromosomas, o en dado caso, sobre la cromatina que constituye al mismo,
algunas de estas perturbaciones se precisaron en bajas frecuencias. De
acuerdo a lo antes planteado se procedié a ampliar la fuente de los extractos y
se incorpordé un ensayo en el que se evaluo el acibar fresco de esta misma
planta (A. vera) que es empleado como exudado principal en la elaboracién de
productos naturistas estimuladores de la actividad gastrointestinal, promoviendo
la defecacion y al cual se le ha conferido posibles efectos endogenotéxicos
(Imery, 2007).

Se implementaron seis concentraciones (0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/l) y al
analizar los resultados del proceso mitético mediante un ANOVA simple se
determind diferencias significativas en el indice mitético, aportando un f-cal de
4,14 (p<0,05). El mayor indice mitético se registré en el control o concentracion
de 0 mg/l de acibar fresco y en la concentracion de 10 mg/l, siendo estas
estadisticamente similares entre ellas. Del mismo modo, los menores indices
mitéticos tuvieron lugar en concentraciones mas altas de este extracto (Figura
50).

Resultados similares fueron descritos por Quispe et al. (2010) al evaluar
el efecto del sorbato de potasio (conservante) sobre meristemas radicales de A.
cepa. En dicha investigacion se sugiere que una disminucion de este indice
puede estar asociada a la accién que ejerce la sustancia que esta siendo
evaluada sobre algunos puntos de control del ciclo celular como en G, en este
punto pudo verse alterado la formacién de los complejos CdK1-ciclina B que
son los principales responsables de la formacion del factor promotor de la
mitosis (FPM). Un efecto sobre este factor traeria como consecuencia un

bloqueo del ciclo celular que impide la transicion de las células desde la fase G,
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hacia la mitosis, deteniéndose el proceso en interfase y, por tanto,
disminuyendo la division celular.

a a

ba

indice mitético (%)
w
o

0 10 20 30 40 50
Concentracion (mg/l)

Figura 50. indice mitdtico en células meristematicas de Allium cepa sometidas
por 48 h a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras

desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples
de Duncan (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Al evaluar los indices para las distintas fases que conforman a la mitosis,
se tiene que al aplicar un andlisis de varianza para el indice de profase no se
cumplieron los supuestos aun transformando los datos, por tanto se aplico
pruebas estadisticas no paramétrica (Kruskal-Wallis) y en ella se obtuvieron
diferencias significativas a un nivel de p<0,05. A partir de estos resultados se
procedié a realizar una prueba de minima diferencia significativa (LSD), es
importante mencionar que los indices de profases para cada una de las
concentraciones de acibar estuvieron por encima del control o concentracién 0
mg/l (Figura 51).
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Figura 51. indice de profase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segin prueba de minima diferencia
significativa (LSD) (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.
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Para el indice de metafase, se realizé una prueba Kruskal-Wallis debido
a que no hubo cumplimiento de los supuestos aun transformando los datos, el
estadistico aport6 diferencias significativas a un nivel de p<0,05. EI mayor valor
de metafase se determin6 en la concentracion de 0 mg/l y un descenso del
mismo a medida que aumento la concentracion de acibar fresco a tal punto de
inhibirlo por completo a partir de los 40 mg/lI (Figura 52). Tendencia similar se
obtuvo para el indice de anafase, con diferencias significativas segun Kruskal-
Wallis p<0,05. Se visualizé un mayor indice de anafase en el control e inhibicién

de este a partir de 20 mg/l (Figura 53).
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Figura 52. indice de metafase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segin prueba de minima diferencia
significativa (LSD) (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.
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Figura 53. indice de anafase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segin prueba de minima diferencia
significativa (LSD) (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.
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En el indice de telofase, la prueba estadistica Kruskal-Wallis evidencio
diferencias significativas (p<0,05) entre las concentraciones de acibar fresco.
En la prueba de minima diferencia significativa (LSD) se logré apreciar que la
presencia de acibar en la solucidn de cultivo inhibié completamente la telofase

mitotica adn en la concentracién mas baja (10 mg/l) (Figura 54).
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Figura 54. indice de telofase en células meristeméaticas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes seguin prueba de minima diferencia
significativa (LSD) (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Al analizar los resultados obtenidos para cada uno de los indices de
fases, se puede razonar que existe un aumento en los valores profasicos con
respecto al resto de las fases mitéticas (metafase, anafase y telofase). Este
aspecto también fue descrito por Berrocal et al. (2013) al estimar los efectos de
biocidas sobre raices de A. cepa, y el mismo ha sido atribuido a la incidencia de
estas sustancias en la formacion de las fibras del huso mitético que impide el
desarrollo normal del ciclo, por lo cual las células quedan detenidas en profase
sin avanzar a las demas fases, desencadenandose una disminucion en sus
indices.

Sumado al estudio mitético, se determinaron areas celulares, nucleares y
citoplasmaticas, debido a ciertas alteraciones en la morfologia celular. Al aplicar
un ANOVA simple a las areas celulares se hallaron diferencias significativas

entre las concentraciones con un valor f-cal: 18,89 (p<0,05). Del mismo modo,
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se logré apreciar que las éreas para las concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50

mg/l estuvieron por debajo del control o concentracion de 0 mg/l (Figura 55).
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Figura 55. Areas celulares en células meristematicas de Allium cepa sometidas

a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras desiguales
indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples de Duncan (a
= 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Al estudiar las areas nucleares se generaron diferencias significativas
entre las concentraciones con un valor de f-cal: 18,15 (p<0,05). La aplicacion de
acibar fresco redujo significativamente el &rea nuclear de las células
meristematicas, con mayor incidencia en las concentraciones de 20, 40 y 50
mg/l (Figura 56).
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Figura 56. Areas nucleares en células meristematicas de Allium cepa sometidas

a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras desiguales
indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples de Duncan (a
= 0,05). Promedio de tres repeticiones.
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Finalmente, el andlisis estadistico aplicado a las &reas citoplasméticas
enmarca diferencias significativas entre las concentraciones, con un f-cal: 14,81
(p<0,05). El acibar fresco redujo significativamente el area del citoplasma en

todas las concentraciones evaluadas (10 - 50 mg/l) (Figura 57).
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Figura 57. Areas citoplasmaticas en células meristematicas de Allium cepa
sometidas a diferentes concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. Letras
desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples
de Duncan (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Se contabilizé6 la frecuencia de las alteraciones encontradas en el
presente ensayo (Tabla 4), siendo la méas recurrente los citoplasmas contraidos

en todas las concentraciones, excepto la de 0 mg/l.

Tabla 4. Alteraciones mitéticas y celulares halladas en células meristematicas
de Allium cepa tratadas con seis concentraciones de acibar fresco de Aloe vera.

Alteraciones (%)

Conc. (mg/l) N de células Mn NR NO NT CcC
0 606 - - - - -
10 600 0,167 - - - 2,667
20 570 - 0,877 - 0,175 1,228
30 495 - - - - 1,212
40 484 - - - - 0,617
50 556 0,167 - 1,259 - 1,439

Conc: concentracién, N de células: nimero total de células, Mn: micronlcleos, NR: nucleo
romboide, NO: nucleo en forma de oz, NT: ndcleo triangular y CC: citoplasmas contraidos.

La aparicion recurrente de citoplasmas contraidos en el presente ensayo

para todos los tratamientos, exceptuando al control (O mg/l-control) corrobora
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los efectos del acibar de Aloe vera sobre la integridad de las células
meristematicas, estimada en este trabajo con la evaluacion de las areas

celulares (Figura 58).

Figura 58. Citoplasmas contraidos en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a distintas concentraciones de acibar fresco de Aloe vera. a: células a
concentracién de 10 mg/l, b: 20 mg/l, ¢: 30 mg/l, d: 40 mg/l y e: 50 mg/l. Las flechas sefalan la
alteracion.

También se reconocieron alteraciones como nucleos en forma de oz,

ndcleos romboides, nucleos triangulares y micronucleos, pero con menor
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Figura 59. Alteraciones con menor frecuencia en células meristeméticas de
Allium cepa sometidas a distintas concentraciones de acibar fresco de Aloe

vera. a: microndcleo, b: nicleo triangular, ¢: nicleo romboide, d: micronicleo y e: micronucleo
y nucleo en forma de oz. Las flechas sefialan la alteracion.

frecuencia (Tabla 4, Figura 59).

A pesar que el ensayo realizado con acibar fresco en concentraciones

relativamente bajas (10-50 mg/l) aportdé resultados informativos acerca del
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posible efecto que puede acarrear su uso sobre un organismo, empleando a
Allium cepa como modelo, fue necesario la realizacion de un segundo ensayo
exploratorio, implementando concentraciones mas altas (100, 200, 300, 400 y
500 mg/l).

Al intentar aplicar un ANOVA simple al indice mitotico se determind el no
cumplimiento de los supuestos para el analisis ortogonal y, por lo tanto, se
procedi6 a realizar pruebas estadisticas no paramétricas (Kruskal-Wallis),
refiriendo diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas
(p<0,05) (Figura 60).
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Figura 60. indice mitético en células meristematicas de Allium cepa sometidas a

concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera. Letras desiguales indican

promedios estadisticamente diferentes segun prueba de minima diferencia significativa (LSD) (a
= 0,05).

Al contrastar los resultados obtenidos para el indice mitético en el ensayo
de acibar fresco a bajas concentraciones (0, 10, 20, 30, 40 y 50 (mg/l)) con
respecto a este, se tiene que incluso en la concentracibn mas baja de este
extracto (100 mg/l) en el segundo ensayo, ya existe una disminucion del indice
mitotico, el cual pudo estar asociado a perturbaciones ocasionadas por el
extracto vegetal en los procesos celulares, especificamente en la fase G, del
ciclo celular, en donde se adquiere la energia necesaria para que la célula
pueda ingresar al proceso mitético (Quispe et al., 2010), o en la fase S al inhibir
la sintesis de ADN (Celik et al., 2005).

El indice de profase por su parte, proporcioné diferencias significativas al

efectuar un ANOVA simple aportando un f-cal: 43,65 (p<0,05), visualizandose
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valores superiores de profases en las concentraciones de 100, 200, 300, 400 y
500 (mg/l), siendo estas estadisticamente similares entre ellas (Figura 61).
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Figura 61. indice de profase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera.
Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos
multiples de Duncan (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Al analizar el indice de metafase se obtuvieron diferencias significativas
en la prueba estadistica de Kruskal-Wallis (p<0,05), evidenciandose un valor

superior en el control con respecto al resto de los tratamientos (Figura 62).
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Figura 62. indice de metafase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera.
Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de minima
diferencia significativa (LSD) (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

En el indice de anafase se encontraron diferencias significativas al
aplicar un analisis no paramétrico (p<0,05). A través de la realizacion de una

prueba de minima diferencia significativa se establecen un mayor indice en el
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control, seguido de la concentracién de 100 mg/l e inhibiciébn a partir de 200
mg/l (Figura 63).
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Figura 63. Indice de anafase en células meristeméaticas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera.
Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segln prueba de minima
diferencia significativa (LSD) (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Una tendencia similar se apreci6 en el indice de telofase, en el cual se
obtuvieron diferencias significativas al aplicar la prueba Kruskal-Wallis (p<0,05).
La aplicacion de acibar fresco redujo significativamente el indice de telofase a
100 mg/l y su inhibicién a partir de 200 mg/I (Figura 64).
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Figura 64. indice de telofase en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera.
Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de minima
diferencia significativa (LSD) (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Referente al indice de profase, un resultado similar fue planteado por
Quispe et al. (2010), quienes argumentan que un aumento de este indice puede

deberse a alteraciones en la polimerizacion de las fibras del huso mitético por la
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inactivacion de los complejos CdK1-ciclina B, lo cual conduciria a que las
células no transiten a la fase siguiente y se queden retenidas en profase.

A partir de los resultados en los indices de metafase, anafase y telofase
se puede inferir que estos se relacionan con lo obtenido en el indice de profase,
pues al existir un bloqueo en esta fase mitética y, por tanto, la interrupcién del
ciclo mitético normal, acarrea que un menor numero de células puedan avanzar,
convirtiéndose finalmente en valores inferiores para estos indices.

Al examinar las areas celulares, nucleares y citoplasmaticas se visualizan
valores por debajo de la concentracion de 0 mg/l. Al llevar a cabo un ANOVA
simple en las &reas celulares se denotan diferencias significativas con un valor
f-cal: 15,78 (p<0,05), siendo las concentraciones extremas (0 y 500 mg/l) las

gue presentaron la mayor area celular (Figura 65).
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Figura 65. Areas celulares en células meristeméticas de Allium cepa sometidas

a diferentes concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera. Letras desiguales
indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de &mbitos multiples de Duncan (a
= 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Por otra parte, el analisis estadistico para las areas nucleares establece
diferencias significativas entre las concentraciones estudiadas con un valor f-
cal: 11,99 (p<0,05). Al realizar la prueba de ambitos multiples de Duncan, indicé
gue las altas concentraciones de acibar fresco ejercen efectos estadisticamente
diferentes entre si, generando areas nucleares por debajo del control (0 mg/l)
(Figura 66).
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Figura 66. Areas nucleares en células meristematicas de Allium cepa sometidas

a diferentes concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera. Letras desiguales
indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos multiples de Duncan (a
= 0,05). Promedio de tres repeticiones.

En las areas citoplasmaticas se obtuvieron diferencias significativas al
aplicar un ANOVA simple con un valor de f-cal: 15,14 (p<0,05), obteniéndose

resultados de comportamiento similar al &rea nuclear (Figura 67).
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Figura 67. Areas citoplasmaticas en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a diferentes concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera.
Letras desiguales indican promedios estadisticamente diferentes segun prueba de ambitos
multiples de Duncan (a = 0,05). Promedio de tres repeticiones.

Ademas de verse afectada las distintas areas, también se generd un
efecto en la turgencia celular, corroborandose esta por la presencia de
citoplasmas contraidos, lo cual explicaria la obtencion de areas citoplasmaticas

inferiores para cada una de las concentraciones, experimentales exceptuando
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la visualizada en el control. De igual manera, se contabilizaron las distintas
alteraciones y se les determiné su frecuencia de aparicion (Tabla 5).
Tabla 5. Alteraciones mitéticas y celulares halladas en células meristeméticas

de Allium cepa tratadas sometidas a concentraciones altas de acibar fresco de
Aloe vera.

Alteraciones (%)
Conc. N de células CcC NO NA NC NE Mn PA

(mg/l)

0 606 - - - - - - -
100 1224 3,465 - - - - - -
200 167 4,790 - - - - - -
300 585 1,880 0171 - - - - -
400 2277 1,054 - - - - 0395 -
500 1413 1,203 - 0141 0071 0071 - 0,071

Conc: concentracion, N de células: ndmero total de células, CC: citoplasmas contraidos, NO:
nucleos en forma de oz, NA: nlcleos acorazonados, NC: nucleos en forma de “C”, NE: nlcleos
encorvados, Mn: micronlcleos y PA: puentes mit6tico en anafase.

La perturbacion con mayor frecuencia vino dada por los citoplasmas
contraidos (Figura 68); no obstante, se contabilizaron otras alteraciones como:
nucleos en forma de o0z, nucleos acorazonados, nucleos en forma de “c’,
nucleos encorvados, micronucleos en las concentraciones mas altas de este
extracto vegetal y puentes mitéticos en anafase (Figura 69) en muy baja
frecuencia. Es importante destacar que a pesar que el analisis estadistico arrojo
un indice de anafase disminuido en concentraciones altas, la presencia de
células en esta fase mitdtica fue extremadamente baja, por lo cual no se ve

reflejada en la representacion grafica.

Figura 68. Citoplasmas contraidos en células meristematicas de Allium cepa

sometidas a cinco concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera. a: 100
mg/l, b: 200 mg/l, c: 300 mg/l, d: 400 mg/l y e: 500 mg/l. Las flechas sefialan la alteracion
citoplasmatica.
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Figura 69. Alteraciones generadas en células meristematicas de Allium cepa al

ser sometidas a cinco concentraciones altas de acibar fresco de Aloe vera. a:

nucleo en forma de oz, b: nucleo acorazonado, c: nucleo en forma de “c”, d: ntcleo encorvado,

e: micronulcleos y f: puente mitético en anafase. Las flechas sefialan la alteracion.

En ambos ensayos en donde fueron probadas concentraciones bajas y
altas de acibar fresco de A. vera se hallaron micronucleos. Durante afios estas
alteraciones han sido definidas como efectos clastogénicos en las células (Rao
et al., 1988), por lo tanto, se puede decir que dichas alteraciones pueden surgir
por la ocurrencia de rupturas cromosdomicas 0 cromosomas rezagados que
posteriormente quedan desintegrados de los ndcleos de células hijas, formando
entonces un nucleo aparte de menor tamafio y los cuales pueden persistir o no,
involucrando la pérdida de material genético (Nihal, 2005).

Los puentes anafasicos, al igual que los micronucleos, son signos de
efectos clastogénicos en el material genético, la presencia de estos demuestran
la accidon genotoxica de una sustancia sobre el organismo vegetal modelo y
actividad mutacional (Yubasioglu, 2003). Soumya et al. (2016) establecen que
los puentes pueden aparecer por rupturas cromosomicas o0 pegajosidad en los

Mmismos.
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El acibar fresco de A. vera se le han conferido una serie de propiedades
benéficas para el tratado de multiples afecciones; no obstante, han surgido
investigaciones en las cuales se le ha considerado a las antraquinonas
presentes en esta planta medicinal ciertas acciones negativas sobre la propia
especie vegetal, por tanto, no seria temerario pensar que las mismas pueden
llegar a producir una reaccion adversa sobre el individuo que lo consuma.

A partir de la presente investigacion, en donde se evaluaron distintos
extractos de A. vera, desde el gel que es uno de los exudados més utilizados
hasta el acibar en sus diferentes presentaciones (fresco y deshidratado), se
pudo determinar la accion no solo celular que estos extractos ejercieron sobre
una especie vegetal de alta sensibilidad (A. cepa), sino también efectos
genéticos que involucraron posibles rupturas del material hereditario.

Mediante los resultados obtenidos es importante sefialar, que un
consumo excesivo y en ciertas proporciones de exudados naturales de A. vera
puede acarrear severas consecuencias, por lo cual se sugiere la toma de
precauciones y consulta de la informacion requerida para consumir dichos

productos de forma adecuada.
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CONCLUSIONES

A partir de un litro de acibar fresco de Aloe vera se obtienen 86,50 + 0,36
g de acibar deshidratado. Esto presume que el producto naturista 1 requiere de
3,98 + 0,0163 ml de acibar fresco para la elaboracion de su contenido en polvo
(0,34 £+ 0,0028 g/capsula) y el producto laxante 2 (0,41 + 0,0425 g/capsula)
amerita 4,78 + 0,0196 ml de este latex vegetal.

Los deshidratados comerciales de A. vera resultaron con CEsy de 250
mg/l (producto 1) y 400 mg/l (producto 2).

El efecto morfologico sobre las raices de Allium cepa por parte de los
extractos de A. vera es notable al cabo de tiempos superiores a 24 horas de
exposicion.

Se generan mayores alteraciones celulares a las 24 h y 48 h de
exposicién en todos los extractos (gel y productos naturistas), principalmente en
los deshidratados comerciales en las concentraciones de 50 y 200 %, lo cual
evidencia el potencial citotoxico de las mismas. Asimismo, se visualizan
mayores perturbaciones citoldgicas en los ensayos con acibar fresco de A. vera
a concentraciones altas, pero a muy bajas frecuencias.

El gel y el acibar deshidratado no parecen afectar directamente el indice
mitotico, pero si las fases que lo conforman, del mismo modo, existe una accién
directa sobre la division celular en aquellos meristemas tratados con las
diferentes concentraciones de acibar fresco de A. vera.

Los extractos de A. vera generan efectos aneugénicos y clastogénicos
(indicadores de genotoxicidad) en las concentraciones evaluadas,
principalmente en las dosis mas altas de acibar fresco y en los dos productos
deshidratados y comercializados como laxantes.

El analisis cariol6gico demostré que el nimero de cromosomas no se ve
alterado en ninguno de los tiempos de exposicion para los extractos evaluados;

no obstante, si se observo un efecto de inistabilidad sobre la cromatina en todas
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las concentraciones donde fueron evidenciadas células con cromosomas al

cabo de 72 h de exposicion.

72



RECOMENDACIONES

Realizar un disefio experimental con mas unidades experimentales y por
periodos de tiempos mas prolongados.

Llevar a cabo ensayos exploratorios en donde se implementen
concentraciones de acibar fresco mas altas que las establecidas en la presente
investigacion.

Para futuras investigaciones se recomienda afinar el proceso

metodoldgico del sistema hidropdnico empleando en esta investigacion.
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Resumen (abstract):

Las plantas medicinales han influido en culturas y pueblos de todo el mundo, en
algunos casos con la sobreutilizacion de productos vegetales, lo cual fomenta la
realizacion de ensayos de toxicidad para corroborar las consecuencias que pueden
generar sobre un organismo vivo. En este sentido, la presente investigacion evalué los
posibles efectos genotoxicos y citotdxicos de Aloe vera mediante el test de Allium cepa.
Se realizé un ensayo previo para determinar la concentracion de dos productos
naturistas a base de acibar deshidratado de A. vera que generd una disminucion del 50
% en la longitud radical de A. cepa (CEs) y para el gel de esta planta medicinal se
tomé la CEsg sugerida por llbas et al. (2012) de 20 % v/v. Se establecieron tres
concentraciones de estudio: alta (200 % CEsg), media (50 % CEs) y baja (25 % CEx)
durante tres tiempos de exposicion (24, 48 y 72 h) en donde se evaluaron: longitud,
color y forma de la raiz y pardmetros microscoépicos: indice mitético, indices de fases y
posibles alteraciones en el nimero y estructura de los cromosomas. A pesar de que se
registraron diferentes efectos, muchos de estos fueron determinados en bajas
frecuencias, por lo cual, fue necesaria la realizacion de dos ensayos exploratorios en
donde se evaluaron los efectos del acibar fresco de esta planta (exudado principal del
contenido de los productos naturistas) a concentraciones de (0, 10, 20, 30, 40 y 50
mg/l) y (0, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/l) por 48 h cada uno. Se emplearon bulbos
uniformes de A. cepa (cebolla blanca), previamente enraizados por 72 h en agua
destilada y luego sometidos a las sustancias experimentales de A. vera: gel fresco,
acibar deshidratado contenido en dos productos naturistas (“producto 1” y “producto 2”)
y acibar fresco. Durante el segundo ensayo, se visualizaron cambios en el color de las
raices y alteraciones de longitud al cabo de 48 y 72 h. Mediante la evaluacion
microscopica se observo que los efectos sobre el indice mitético no llegan a ser
significativos; sin embargo, si se generan cambios sobre los indices de fases,
ralentizando el proceso de divisibn con un marcado desplazamiento hacia profase.
Asimismo, los tratamientos con A. vera afectan significativamente la morfometria
celular y nuclear en interfase, siendo los citoplasmas voluminosos los mas frecuentes.
Las alteraciones mitéticas presentadas con mayor frecuencia fueron las C-metafases,
micronucleos y anafases alteradas. El cariotipo de A. cepa no fue afectado en el
namero cromosémico, pero si fue observada cierta pegajosidad en los mismos. Al
evaluar el acibar fresco en los ensayos exploratorios se hallaron alteraciones celulares
y mitéticas que involucraban tanto el indice mit6tico y de fases, asi como ciertas
perturbaciones como citoplasmas contraidos, ndcleos amorfos y efectos clastogénicos,
aungue en baja frecuencia. A pesar que A. vera es una de las plantas medicinales con
mayor utilidad en el mundo, el uso de sus componentes principales (gel y acibar) debe
de ser moderado, mediante los resultados obtenidos se puede mencionar, que un
consumo excesivo puede acarrear severas consecuencias, por lo cual se sugiere la
toma de precauciones y consulta de la informacion requerida para consumir dichos
productos de forma adecuada.
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Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.
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Trabajos de Grado son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente,
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Universitario para su autorizacion”.
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digital definitivo que sera entregado a la Biblioteca 'y Comision de Trabajos de
Grado.
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