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Preclinical evaluation of the antitumor therapeutic potential of Aloe Vera gel
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Resumen

Se evalud el gel de Aloe vera para determi-
nar la capacidad antitumoral y potencializadora
en modelo in vivo, desarrollado en ratones swiss
albinos portadores de tumores inducidos experi-
mentalmente con benzopireno. Luego de tratara
los animales con el gel de Aloe vera administrado
de forma orogastrica a una dosis diaria de 88 mg/
kg durante 75 dias, se encontrd una reduccion sig-
nificativa de un 60%, en la incidencia de tumores
en pulmén, el grupo tratado con la combinacién
Aloe vera + cisplatino laincidencia de tumores se
redujo a un 40%. La tasa de inhibicién con el gel
de Aloe vera fue de un 40% incrementandose a
un 60% con la combinacion Aloe vera + cisplati-
no, mientras que la multiplicidad tumoral para el
grupo tratado con Aloe vera fue de 0.2 mostrando
una disminucién muy marcada con la combina-
cion Aloe vera + cisplatino que fue de 0.7, parale-
lamente se realiz6 el potencial genotéxico sobre
ensayos de micronticleos y aberraciones cromo-
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Abstract

The Aloe vera gel was evaluated to deter-
mine the antitumor and potentializing capac-
ity in the in vivo model, developed in swiss al-
bino mice carriers of tumors experimentally
induced with benzopyrene. After treating the
animals with the Aloe vera gel administered in
an orogastric form at a daily dose of 88 mg /
kg for 75 days, a significant reduction of 60%
was found, in the incidence of lung tumors, the
treated group with the combination of Aloe
vera + cisplatin, the incidence of tumors was
reduced to 40%. The inhibition rate with Aloe
vera gel was 40% increasing to 60% with the
combination of Aloe vera + cisplatin, while the
tumor multiplicity for the group treated with
Aloe vera was 0.2, showing a very marked de-
crease with the combination Aloe vera + cispl-
atin, the tumoral multiplicity obtained was 0.7,
At the same time, the genotoxic potential was
performed on micronucleus assays and chro-
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s6micas en médula 6sea donde no se evidencio
signos de citotoxicidad en los grupos tratados con
gel de Aloe veray la combinacién Aloe vera + cis-
platino en relaci6n al grupo de animales tratados
con ciclosfamida farmaco utilizado como control
de toxicidad. Los resultados sobre aberraciones
cromos6micas mostraron que los animales trata-
dos solo con el gel de Aloe vera no presentaron
anomalias cromosémicas, en relacién al grupo
tratado con cisplatino y al grupo control (benzo-
pireno) donde se pudo observar: rotura de cro-
matides, fragmentos acéntricos, anillos centrales,
anillos dicéntricos, y la combinacion de Aloe vera
+ cisplatino mostro una disminucién importan-
te en las aberraciones cromosémicas. Respecto
al comportamiento hematolégico, en todos los
grupos de ensayo en relacion a valores de refe-
rencia se encuentran disminuidos, especialmente
en los grupos tratados con cisplatino y la combi-
nacion Aloe vera + cisplatino. Ademas, se realizd
la citoxicidad in vitro del gel de Aloe vera sobre
eritrocitos, linfocitos y células normales MDCK 'y
BHK-21 mostrando ser potencialmente no toxi-
co. Se puede concluir que en condiciones expe-
rimentales el gel de Aloe vera expuso un efecto
antitumoral y potencializador del cisplatino en
tumores de pulmoén.

PALABRAS CLAVE
Aloe vera, antitumoral,
potencializadora.

INTRODUCCION

mosomal aberrations in bone marrow where
no evidence of cytotoxicity was observed in
the groups treated with Aloe vera gel and the
combination Aloe vera + cisplatin in relation to
the group of animals treated with cyclophos-
phamide drug used as a toxicity control. The
results on chromosomal aberrations showed
that the animals treated only with the Aloe vera
gel did not present chromosomal anomalies,
in relation to the group treated with cisplatin
and the control group (benzopyrene) where it
could be observed: chromatid rupture, acen-
tric fragments, central rings, dicentric rings,
and the combination of Aloe vera + cisplatin
showed a significant decrease in chromosomal
aberrations. Regarding the hematological be-
havior, in all the test groups in relation to ref-
erence values are decreased, especially in the
groups treated with cisplatin and the combi-
nation Aloe vera + cisplatin. In addition, the
in vitro cytoxicity of Aloe vera gel on erythro-
cytes, lymphocytes and normal cells MDCK
and BHK-21 was shown to be potentially non-
toxic. It can be concluded that under experi-
mental conditions the Aloe vera gel exhibited
an antitumor and potentiating effect of cispl-
atin in lung tumors.

KEY WORDS
Aloe vera, antitumor,
potentializing

La unidad experimental fue el Aloe vera conocido como sabila, segtin refe-
rencias se puede utilizar para tratar tumores cancerigenos gracias a sus gran-
des propiedades, posee un efecto atin mayor en los sarcomas blandos ya que
el acemanano, polisacarido presente en el gel del Aloe vera, sustancia acti-
va principal, que le otorga a la planta el poder de reforzar el sistema inmune
activando los macréfagos (fagocitos), los anticuerpos y las células asesinas. El
acemanano es un componente destacado de este grupo de sustancias por sus
aplicaciones en la medicina. Este compuesto esta estructurado por una cadena
principal de 3-(1—4) manosa con de 3-(1—4) glucosa insertada en el interior
de la cadena principal y a-(1—6) galactosa ramificada de la cadena principal.
La seccion molecular B-(1—4) glucésido del acemanano es identificada como
la responsable de los efectos terapéuticos del gel de sabila, dado que los hu-
manos carecen de la capacidad de romper enzimaticamente estas cadenas. El
acemanano contenido en la sabila es estructuralmente tnica, y es una sustancia
caracteristica de las especies de aloes, y algunas otras plantas. (Del Angel 2010)
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La sabila puede ayudar a prolongar el tiempo de supervivencia y estimu-
lar el sistema inmune de los pacientes con cancer. Un estudio de 1994 publi-
cado en el diario médico japonés Yakhak Hoeji, indica que ratones con tu-
mores cancerosos fueron tratados con sabila oral durante 14 dias. Aunque
el tratamiento con sabila no suprimié6 el crecimiento del tumor, la vida me-
dia de los ratones fue prolongada un 22% (con dosis 50 mg/kg dia) y un 32%
(con dosis 100 mg/kg dia). Un experimento simultaneo en células humanas
con cancer (fuera del cuerpo) encontré que las altas dosis de la sabila supri-
mieron perceptiblemente el crecimiento de estas células cancerigenas (Ruiz
Caubin 2012).

Estos antecedentes permitieron plantear la evaluacién del potencial tera-
péutico antitumoral del Aloe vera planta cultivada a 2932 m.s.n.m. considera-
da Aloe de altura en combinacion con cisplatino.

El producto vegetal se recolect6 de la localidad de Cahuayuma del De-
partamento de La Paz que presenta componentes organicos e inorganicos y
bioactivos en mayor proporcion a otros Aloes cultivados a diferentes alturas.
Se plante6 un modelo in vivo a mediano plazo de 75 dias induciendo tumo-
res en pulmén con benzopireno en una primera fase, siguiendo protocolos
de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos OCDE y
armonizando con estudios del potencial genotoxico sobre ensayos de micro-
ntcleos y aberraciones cromosdémicas. Los ensayos in vitro permitié monito-
rizar el comportamiento hematolégico sobre eritrocitos y linfocitos. Se utili-
zaron células MDCK y BHK-21 para determinar la citotoxicidad.

El estudio experimental se realiz6 en la Unidad de Ensayos Biolégicos —
Bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, en concor-
dancia al Certificado de Aval Etico c6digo de registro CEI-UMSA0616 otorga-
do por el Comité de Etica de la Investigacién de la UMSA CEI - UMSA.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron 20 ratones de la linea swiss albinos (Mus musculus) recién na-
cidos (<24h de edad) de ambos sexos, procedentes de la Unidad de Ensayos
Biologicos-Bioterio (UEB-B) de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bio-
quimicas, UMSA, cuyo peso corporal oscilaron entre 8 a 9 g.

Los animales fueron mantenidos a una temperatura de 21 + 3°C, la hume-
dad entre 40 + 60% y los ciclos de luz-oscuridad fueron de 12 horas. Alojados
en jaulas de polipropileno con alimento balanceado estandar para esta espe-
cie (pellet) y agua ad libitum. Estas caracteristicas fueron comunes para todos
los grupos experimentales evaluados en este ensayo. Durante todo el proce-
so experimental se respetaron los principios éticos internacionales estableci-
dos para investigaciéon con animales de laboratorio indicados por la Federa-
tion of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA).
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Reactivos

Para la induccién de tumores se utilizé benzopireno (BP) obtenido de Sig-
ma Aldrich (043K3524), a una dosis de 0.5 mg/kg/ratén.

Material vegetal

El material vegetal utilizado para el experimento fue gel obtenido de las
hojas de Aloe vera, previo tratamiento fisicoquimico.

Diseno experimental
Administracion y dosificacion

A 20 ratones hembras recién nacidos (<24h de edad), se les administro por
via subcutanea en la region escapular por tinica vez con 0.02 mL de BP utili-
zando como vehiculo una suspension de gelatina acuosa al 1% para la induc-
cion de tumores (Figura 1 - 2)

Figura 1. Ratones Suizos albinos recién nacidos

Figura 2. Administracién via subcutanea en la region escapular con
benzopireno. Fuente UEB-B

A los grupos experimentales tratados gel de Aloe vera se administraron a
concentraciones que se ajustaron semanalmente en funcioén al aumento del
peso corporal.
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Los 20 ratones fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos:

Grupo I (Aloe vera): Los animales de este grupo recibieron 100 pL de gel
de Aloe vera durante 21 dias (después del destete) por via orogastrica.

Grupo I (cisplatino): Los animales de este grupo recibieron tratamiento
con 2 mg/Kg de cisplatino por tnica vez por via intraperitoneal, a los 21 dias
de inducido tumores con BP.

Grupo 1 (cisplatino- Aloe vera): Los animales de este grupo recibieron
tratamiento a los 21 dias de inducido tumores con BP con 2 mg/kg de cispla-
tino por tnica vez, y 100 pL de Aloe vera simultaneamente durante 75 dias.

Grupo IV (control): Los animales de este grupo no recibieron ningtn tra-
tamiento, solo fueron inducidos con BP.

Observaciones clinicas

Se realizaron observaciones clinicas diarias durante todo el ensayo toman-
do en cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluy6 la palpacién
para la deteccion de lesiones, deteccion de tumores por inspeccién visual,
posibles afecciones respiratorias afecciones a nivel del sistema nervioso, es-
tado de piel, pelo coloracion de mucosas y ojos, ademas se realizé un control
de peso desde el inicio del experimento hasta la culminacion.

Eutanasia

Todos los animales fueron sacrificados por método quimico con atmésfera de
éter a las 10 semanas de vida (75 dias) y sometidos a pruebas complementarias.

Examenes realizados

Se realizaron pruebas que detectaron cambios morfofisiolégicos correla-
cionados con la inhibicién y progresion cancerigena como ser: Incidencia de
tumores, estudios citogenéticos como la prueba de micronticleos en medu-
la 6sea, analisis de aberraciones cromosémicas, y control hematolégico. Ade-
mas, se realiz6 la evaluacion citotoxica in vitro en células de sangre periféri-
ca humana (eritrocitos y linfocitos) y en células normales MDCK (linea celular
de epitelio de rindn canino Madin-Darby) y BHK 21 (células normales del ri-
non de hamster dorado).

Incidencia de tumores

A todos los ratones sacrificados se les extirpo los pulmones y previo a la
fijacion con solucion de Tellyesniczky (100 mL de etanol al 70%, 3 mL de for-
mol y 5 mL de acido acético glacial) se procedié al pesaje de los pulmones y al
conteo de tumores en la superficie de la misma por inspeccidn visual a través
de una lente de aumento (lupa), con el fin de obtener un indice de inciden-
cia, multiplicidad del tumor y el porcentaje de ratones portadores de tumor.
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Estudios citogenéticos

Estos estudios permitieron registrar in vivo la capacidad de las sustancias
de causar un posible dano a nivel genético brindando informacion sobre la
proliferacién celular en médula 6sea, ademas identificar la capacidad de in-
ducir rupturas cromosémicas o interferir la migracion de los cromosomas
metafasicos durante la mitosis de células somaticas.

Ensayo de microniicleos en médula dsea

La prueba de microntcleos, es un método ampliamente utilizado para la
deteccion del dano genotodxico, producido por diferentes sustancias quimicas
y agentes fisicos. Esta indica el dafio de agentes mutagénicos sobre los cro-
mosomas, mediante la identificacion de fragmentos acéntricos y/o cromoso-
mas rezagados. Los micronticleos son fragmentos de cromosomas o cromo-
somas completos, que espontaneamente o por causa de agentes genotoxicos,
quedan fuera del nticleo durante la division celular. Este ensayo esta incluido
actualmente dentro de la bateria de estudios toxicologicos obligatorios exigi-
dos por las agencias reguladoras, como la OECD vy la agencia estadounidense
para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA) (OECD 2009; EPA, 1998).

Para este ensayo se extrajo el fémur de cada animal y la cavidad medu-
lar se lavé suavemente por flujo, introduciendo una aguja 29GX 2 con jerin-
ga cargada con 1 mL de suero bovino fetal (SBF). La médula obtenida, diluida
con el SBF, se centrifugo a 2500 rpm por 10 min, tras eliminar el sobrenadan-
te se realizé un frotis del botén celular disuelto en gotas del SBF en un por-
taobjetos (minimo 2/animal). Después de montadas las [aminas se mantuvie-
ron a temperatura ambiente para su secado y posteriormente se fijaron con
metanol durante 10 min, para luego ser tefidos con la tincion panéptica ra-
pida. Se utiliz6 ademas como control la ciclosfamida farmaco antineoplasico.

El analisis se realiz6 a través de un microscopio LABOMED (100X con lente
de inmersion). Se contabilizé la presencia de eritrocitos portadores de micro-
nucleos en 1000 cel/animal. Posteriormente se calcul6 el indice de citotoxi-
cidad por la relacion de la poblacion total de eritrocitos vs. eritrocitos porta-
dores de micronucleos.

Analisis de aberraciones cromosomicas

El analisis de aberraciones cromosomicas se realiz6 en células de médula
6sea 3 horas antes del sacrificio una vez finalizado el experimento. La divisién
celular en metafase se detuvo utilizando colchicina (2mg/kg) por via intrape-
ritoneal. Una vez sacrificado el animal se extrajo el fémur de cada animal y
la cavidad medular se lav6 con 2 mL de suero bovino fetal (SBF). La suspen-
sion celular se centrifugo, eliminando el sobrenadante. El botén fue tratado
con una solucién hipoténica (KCI 0.05 M) y centrifugado por segunda vez. El
boton celular se fij6 en una mezcla de metanol-acido acético glacial (3:1) du-
rante 15 min, se realizaron 3 fijaciones con centrifugaciones sucesivas, y se
extendieron en laminas hiimedas con enfriamiento previo. Finalmente, las la-
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minas se secaron a medio ambiente y se tifieron con Giemsa al 10% durante
30 min las aberraciones cromosémicas de observaron a través del microsco-
pio con objetivo de inmersi6n anotandose roturas de cromosomicas, frag-
mentos, anillos e intercambios dicéntricos.

Control hematoldgico

El uso de productos de origen natural y productos como quimiopreven-
tivos o como tratamiento a diversas enfermedades como el cancer e inclusi-
ve productos de uso convencional no actian exclusivamente sobre las células
tumorales, afectan también a las células sanas, especialmente a las que tiene
una gran capacidad de replicacién o renovacion. Las células hematopoyéticas
(células progenitoras de las células sanguineas) localizadas en la médula 6sea,
son las mas expuestas a esta destruccion, efecto que se conoce como mielo-
supresion. La mayoria de quimioterapicos empleados producen la disminu-
cién de las células sanguineas, al actuar sobre la maduracién y proliferacién
de sus células precursoras. Para conocer los efectos que los quimioterapicos
ejercen sobre las células sanguineas se realiz6 un control hematologico a través
de un hemograma completo de todos los grupos de ensayo vs. ratones sanos.

Evaluacion de la citotoxicidad in vitro

La combinacion del gel de Aloe vera + cisplatino y cisplatino se evalué6 sobre
eritrocitos y linfocitos de sangre periférica humana a través del método de co-
loracion supravital con azul tripan por observacion microscopica directa, para
ello, las células se cultivaron a una concentracion de 1x10° células/mL en medio
RPMI con 10% de suero bovino fetal (SBF) en placas de 96 pozos para cultivo ce-
lular. Se realizaron cinco diluciones triples seriadas de cada uno de los produc-
tos a partir de (2000, 1000, 500, 250 y 125 pg/gel/100 pL de medio). Cada con-
centracion de los compuestos, asi como los controles se evalué por triplicado.
Los resultados se expresaron como la Concentracion Citotoxica media (CC,)),
que corresponde a la concentracion a la cual ocurre el 50% de muerte celular.

Para las valoraciones en células de crecimiento adherente (MDCK y BHK
21), las células fueron cultivadas en frascos de 25 cm? de area, mantenidas en
medio RPMI suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF), en una at-
moésfera hiimeda del 100%, con 5% de CO, a 37 °C. Para la evaluaci6n de la
actividad citotoxica, se emplearon los cultivos en un 90% de confluencia. Las
células se tripsinizaron y se contaron en camara de Neubauer usando azul
trypan al 0.4% y luego se transfirieron a placas de microtitulaciéon de 96 po-
zos de fondo plano, donde se sembraron 1X10° células por pozo, en 100 pL
de medio. Tras un periodo de incubacion de 24 h, estas células se trataron
con el gel de Aloe vera, la combinacién Aloe vera + cisplatino a diferentes
concentraciones (2000, 1000, 500, 250 y 125 pg/gel/100 pL de medio) disuel-
tos previamente en medio RPMI. Como control se utilizaron células no tra-
tadas por el producto y células tratadas con cisplatino. Como medida indi-
recta del efecto citotdxico, se cuantifico la viabilidad celular empleando el
método de reduccion del XTT que emplea sales de tetrazolio, técnica basa-
da en la transformacion mediante una deshidrogenada mitocondrial (succi-

41



Ruiz, G. y col.

ccccccccc

nato-deshidrogenasa) del compuesto tetrazolio (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-
5-sulphophenyl)-5[(phenylamino)carbonyl]-2H) en una sal de formazan, esta
conversién solo puede ser hecha por células metabdlicamente activas obte-
niendo un producto naranja soluble en agua, el cual es medido directamen-
te por absorcién a 492 nm. La cantidad de formazan producido es proporcio-
nal al nimero de células presentes, las pruebas se realizaron por triplicado en
tres repeticiones. Los valores de absorbancia obtenidos se usaron para calcu-
lar el porcentaje de supervivencia celular en funcién a la concentracién de los
extractos. Empleando un programa estadistico se calcul6 la concentracion en
la que el extracto causa la muerte al 50% de las células tratadas (CC, ).

RESULTADOS

El peso corporal de los ratones tratados con benzopireno (control) y cis-
platino mostr6 una reduccién significativa al final del experimento en rela-
cién con los ratones tratados con el gel de Aloe vera y la combinacién Aloe
vera + cisplatino. El peso de los pulmones no mostr6 diferencias entre los
grupos, excepto en el grupo tratado con cisplatino donde se observa una li-
gera disminucién (Tabla I).

Incidencia de tumores

La administracion de benzopireno por tnica vez, permitio inducir tumores
de pulmén con una incidencia del 100% (Figura 3). Después del tratamien-
to con gel de Aloe vera la incidencia de tumores en pulmén se redujo signifi-
cativamente a un 60% (Tabla I). En el caso del grupo tratado con la combina-
cién Aloe vera + cisplatino, droga convencional utilizado para el tratamiento
de cancer de pulmén la incidencia de tumores se redujo a un 40% al igual que
con el tratamiento solo con cisplatino, con la diferencia que este tltimo gru-
po presento ratones con metastasis en pulmén, estomago vy piel. (Figura 4)

Figura 3. Incidencia de tumores: A Grupo I (gel de Aloe vera); B Grupo
II (cisplatino); C Grupo III (cisplatino - Aloe vera); D Grupo IV (control).
Fuente UEB-B
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Tabla 1. Efecto preventivo y antitumoral del gel de Aloe vera en ratones
swiss albinos inducidos con benzopireno

Ndmero Peso Peso promedio| Incidencia e Multi-
Grupo . Inhibicién . .
de promedio de | de pulmones | de tumores plicidad
de ensayo (%)
ratones | ratones (g) (9) (%) tumoral
G I
Tupo 20 | 27,04£0,84 | 030,08 | 60(8)* 40 | 0,2 (20)**
(Aloe vera)
G II
.rup0' 20 23,86+0,91 0,25+0,05 40(8)* 60 0,5 (40)**
(cisplatino)
Grupo IIT
(cisplatino -| 20 28,7+0,37 | 0,3240,05 40(8)* 60 0,7 (70)**
Aloe vera)
G v
rupo 20 | 22,13:0,58 | 0,32£0,05 | 100(20)* 0 [1,04(130)**
(control)

cccccccccc

*Ntumero de ratones portadores de tumores
** Total nimero de tumores

La tasa de inhibicién con el gel de Aloe vera fue de un 40% incrementan-
dose a un 60% en el grupo tratado con cisplatino y con la combinacion Aloe
vera + cisplatino con respecto al grupo control. La multiplicidad tumoral del
grupo control fue de 1.04 mientras que del grupo tratado con Aloe vera fue
de 0.2 mostrando una disminucién muy marcada y con la combinacién Aloe
vera + cisplatino fue de 0.7. (Tabla 1)

Figura 4. Raton con metastasis: Grupo II (cisplatino); A Tumor en piel;

.&1—.€', | -I‘ i

B tumor en estomago. Fuente UEB-B

-

" -

Estudios citogenéticos
Ensayo de microniicleos en médula 6sea

En el presente estudio no se encontré signos clinicos de toxicidad en el
Grupo Il (Aloe vera + cisplatino) en relacion a la frecuencia inducida con ci-
closfamida farmaco utilizado como control positivo de toxicidad destacandose
como un clastégeno quimico de gran potencia. Los Grupos I, Il mostraron un
ligero aumento en los valores con referencia al control negativo es decir a la
frecuencia basal de ratones sanos portadores de micronticleos espontaneos en
esta especie y un mucho mas acentuado se observo en el Grupo IV. (Tabla 2)
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Tabla 2. Indice de citotoxicidad con microniicleos
en medula 6sea de ratones swiss albinos

G 111 F i .
Grupo I Grupo IT (cisr;l)llI; ('Zino ) Grupo IV irs:ll:li?;;a Frecuencia
Al isplati trol . . basal
(Aloe vera) | (cisplatino) Aloe vera) (control) (ciclofosfamida) asa
6,8+1,78 6,6+2,01 5,4+4,03 71,73 33,446,2 5,4+0,54

Este ensayo demostré que el gel de Aloe vera segtin la dosis y la via em-
pleada no es toxico a nivel sistémico ni a nivel de células de la medula 6sea.

Figura 5. Micronticleos (MN) en eritrocitos de médula 6sea
inducida con ciclofosfamida. Fuente UEB-B

Analisis de aberraciones cromosomicas

El grupo tratado con benzopireno (Grupo control) mostro anomalias cro-
moso6micas a las 10 semanas en células de medula 6sea. En el Grupo Il, se ob-
servo aumentos significativos de estos cambios (rotura de cromatides, anillos
centrales, anillos dicéntricos, intercambio y fragmentos) (Figura 6). El Grupo
| tratado solo con el gel de Aloe vera no present6 anomalias cromosémicas
(Figura 7). También cabe hacer notar que la combinacion de Aloe vera + cis-
platino mostr6 una disminucién importante en las aberraciones cromosémi-
cas (Tabla 3).

Figura 6. Aberracion cromosémica: Grupo IV - control (rotura de cromatides,
anillos centrales, anillos dicéntricos, intercambio y fragmentos)
Fuente UEB-B
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Figura 7. Aberracion cromosémica: Grupo I tratado solo con el gel de Aloe vera.
Fuente UEB-B

:w'}:?. "_."
*‘:3%?,;-;"
‘0% we

-y

Tabla 3. Efecto preventivo del gel de Aloe vera en aberraciones
cromosomicas en ratones swiss albinos inducidos con benzopireno

Ani
Grupo de Rotu}' a‘ de Anillos . ’mll(‘)s Intercambio | Fragmentos
ensavo cromatides il () dicéntricos (%) (%)

Y (%) Yo i i
Grupo I

0,12+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,86+0,28
(Aloe vera)

Grupo II

. . 11,3+0,02 1,24+0,18 2,01+0,42 1,23+0,32 102+0,89
(cisplatino)

Grupo III
(cisplatino - 1,72+0,08 0,8+0,26 1,12+0,42 0,65+0,16 8,23+1,60
Aloe vera)

Grupo IV

10,3+0,82 1,22+0,08 1,98+0,56 1,18+0,28 96,42+1,06
(control)

Control hematologico

Se analizaron los resultados del comportamiento hematolégico en todos
los grupos de ensayo en relacion a valores de referencia establecidos con an-
terioridad. Observamos que en el recuento de eritrocitos, hematocrito y he-
moglobina los valores se encuentran marcadamente disminuidos en los cua-
tro grupos de estudios en relacion a los valores de referencia, especialmente
en los grupos tratados con cisplatino y con la combinacién Aloe vera + cispla-
tino. También cabe hacer notar el aumento considerable en la velocidad de
eritrosedimentacion en todos los grupos (Tabla 4).
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En relacién al comportamiento de la serie blanca los grupos I, Il y IV mos-
traron una disminucién de los valores de leucocitos y linfocitos. También se
pudo observar un aumento en los valores de neutréfilos y eosinéfilos segtin
valores de referencia (Tabla 5).

Tabla 5. Comportamiento de la serie blanca de ratones tratados con gel de
Aloe vera y cisplatino en ratones swiss albinos inducidos con benzopireno

Grupos de | Leucocitos | Linfocitos | Neutrofilos | Eosinofilos | Basofilos | Monocitos
Ensayo mm3 % % % % %
I
Grupo L | 140,45 | 70,245,06 | 22,845,07 | 5,643,84 | 00800 | 0,240,44
(Aloe vera)
Grupo IT
. . 3,45+1,32 | 81,75+5,5 | 1545,58 | 3,25+1,19 00+00 0,25+,028
(cisplatino)
Grupo III
(cisplatino- | 2,940,69 | 65,4+6,61 | 23,6+6,10 | 10,8+2,77 00+00 0,2+0,44
Aloe vera )
IV
Grupo 2,91x1,31 | 6248,71 | 9,8+5,26 | 846,08 | 00£00 | 0,40,54
(control)
Referencia
3,5+1,36 87+4,1 |11,6+4,345| 10,51 00+00 0,6+0,70
(UEB-B)

Evaluacion de la citotoxicidad in vitro

La evaluacion de la citotoxicidad en eritrocitos mostr6 una CC,, de 4985.7
pg/mL para el gel de Aloe vera, para el cisplatino una CC,; de 1968.9 pg/mL
y para la combinacién Aloe vera + cisplatino de 3161.8 pg/mL a las 24 horas
de exposicion (Tabla 6). Esto revela que el gel de Aloe vera y la combinacion
Aloe vera + cisplatino no causan mortalidad de los eritrocitos siendo poten-
cialmente no toxico, el cisplatino muestra una marcada diferencia en relacion
a los otros dos.

La pureza y viabilidad de los linfocitos se analiz6 mediante observacion di-
recta en microscopio de contraste de fase. En los ensayos se obtuvo un 90%
de linfocitos purificados por adhesiéon de monocitos al plastico. La viabili-
dad celular con Azul Tripan a las tres horas de incubacion para su purificacién
arroj6 el 100%. La evaluacién de la citotoxicidad en linfocitos mostré que la
Concentracion Citotoxica Media (CC,) del gel de Aloe vera fue de 4550.72
pg/mL, para el cisplatino fue de 1331.09 pg/mL y para la combinacién Aloe
vera + cisplatino fue de 1955.73 pg/mL a las 24 horas de exposicion. Esto re-
vela que el gel de Aloe vera'y la combinacion Aloe vera + cisplatino no causan
mortalidad de los linfocitos.

La evaluacién de la citotoxicidad mostré que la Concentracién Citotéxica
(CC,) del Aloe vera fue de 1095,6 pg/mL para las células MDCK y de 994,1 pg/
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mL para las células BHK-21. Para la combinacién Aloe vera + cisplatino en las
células MDCK fue de 664.9 pg/mL y para las células BHK-21 fue de 465.9 pg/
mL. El cisplatino mostr6 un CC_ para las células MDCK de 552,1 pg/mLy para
las células BHK-21 de 455,5 pg/mL a las 24 horas de exposicion. Esto revela
que el gel de Aloe vera para ambas células no mostro toxicidad (Tabla 6). Se-
gun los criterios definidos por el Programa de Estudio de Enfermedades Tro-
picales PECET los productos Aloe vera, cisplatino y la Combinacion Aloe vera
+ cisplatino estaria considerada como potencialmente no toxico.

Tabla 6. Evaluacion citotoxica in vitro de del gel de Aloe vera,
Aloe vera + cisplatino y cisplatino en eritrocitos, linfocitos
y lineas celulares BHK-21 y MDCK.

. . . . Linea celular | Linea celular
Eritrocitos Linfocitos
cc Jint cc il MDCK BHK-21
sol'd sol'd CC,,ng/mL CC,,ug/mL
Aloe vera 4987,7 4550,72 1095.6 994,1
Aloe vera + cisplatino 3161,8 1955,73 664.9 465.9
Cisplatino 1968,9 1331,09 552.1 455.5

Interpretacion de resultados (CC,): (Criterios definidos por el Programa de Estudio de
Enfermedades

Tropicales PECET)

<10 pg/mL: Muy téxico

>10<100 pg/mL: Toxico

>100 y < 1000 pg/mL: Medianamente toxico

> 1000 pg/mL: Potencialmente no téxico

CONCLUSIONES

La aplicacion del benzopireno a ratones swiss albinos hembras recién na-
cidos (< 24h de edad) a dosis 0,5 mg/kg de peso, via subcutanea en la re-
gion escapular, indujo tumores en pulmén a los 21 dias en el 100% de anima-
les inoculados. Los tumores se presentaron tnicos o dobles con localizacion
principalmente en pulmén, llegando a alcanzar volimenes de 3 mm. Sin em-
bargo, algunos ratones tratados con cisplatino presentaron metastasis en pul-
moén, estomago y piel. Este trabajo demostré que la utilizaciéon del gel de
Aloe vera como tratamiento por si solo y combinado con un agente neopla-
sico inhibe el crecimiento de tumores en 75 dias, por lo tanto, representa
una alternativa importante capaz de revertir el proceso de carcinogénesis su-
primiendo la promocién de tumores. Este compuesto ha sido estudiado ex-
tensivamente verificando que no presenta toxicidad a nivel sistémico ni toxi-
cidad génica. La investigacion demuestra que la dosis utilizada fue tolerada
por los animales y su eficacia fue del 100%, ademas no mostraron casos de
toxicidad y deterioro de los animales por la administracion del producto. Los
estandares internacionales de evaluacién de compuestos de origen natural
con potencial uso en medicina, recomiendan la realizacién de estudios pre-
clinicos usando lineas celulares establecidas o células humanas cultivadas in
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vitro. Para el caso de las células humanas, se prefieren aquellas mas suscepti-
bles al efecto toxico de la sustancia, como lo son los eritrocitos y otras células
de la sangre, que son muy susceptibles al efecto de una gran variedad de esti-
mulos, como las radiaciones, bacterias y compuestos, en este trabajo se pudo
observar el potencial no toxico del gel de Aloe vera, su efecto antitumoral y
potencializador del cisplatino a través del estudio in vivo e in vitro realizado.
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