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TABLA DE ABREVIATURAS

DLso Dosis letal 50

DNFB Dinitrofluorobenceno

DS Desviacion estandar

EC Eritrocitos de carnero

1D Indice digestivo

IF Indice fagocitico

Ip Intraperitoneal

IL-3,4y6 Interleucinas 3, 4y 6.

IFN-y, o Interferdn gamma (y), alfa (o).
M-CSF Factor estimulador de colonias de

granulocitos/monocitos

TGF-p Factor de crecimiento tumoral f3
MA Macréfagos alveolares

MP Macréfagos alveolares

MP Macrofagos peritoneales

NK Linfocitos asesinos naturales
ON ‘ Oxido nitrico

Og orogastrica

P/v presién / volumen

RIC Respuesta inmune celular

RIH Respuesta inmune humoral



SBH

Ss

TDTH

TLC

Solucion balanceada de Hanks

Solucion salina

Linfocitos de hipersensibilidad retardada
cromatografia en placa fina

via de introduccién de alguma sustanca



MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE DE RATONES BALB/c CON
LINFOMA MURINO L5178Y TRATADOS CON ACIBAR DE Aloe vera.

RESUMEN

la tradicion cultural y la gran variedad de plantas en México han permitido su
utilizacién con fines medicinales, estableciéndose como practica que se viene
realizando desde la época precolombina hasta nuestros dias constituyendo una opcion
mas para tratar enfermedades. Sus resultados siguen siendo importantes para el
restablecimiento y mantenimiento de la salud humana y animal. Muchos de los
vegetales de la flora mexicana tienen aparente efecto modulador de la respuesta
inmune en los mamiferos que se manifiesta por la recuperacion de enfermedades que
estan implicadas con procesos inmunoldgicos como: asma, artritis, infecciones virales,
micdticas y bacterianas, inflamaciones y cancer, entre otras. En este proyecto se
realizaron estudios sobre la respuesta inmune especifica e inespecifica de ratones
BALB/c, sangs e inmunosuprimidos con linfoma murino 15178Y y ciclofosfamida
tratados con acibar de Afoe vera, se observd que los animales inmunosuprimidos
tratados con el extracto crudo de acibar lograron una restitucidn igual a los
parametros obtenidos en los ratones sanos, en la respuesta inmune celular y en la
fagocitosis, en cambio, la inmunidad humoral no se vio restablecida, al igual que los
tratados con ciclofosfamida. Asl mismo, en los roedores sanos tratados con el extracto
se observd una estimulacion en su respuesta inmune, especifica e inespecifica, los
resultados fueron diferentes significativamente con los obtenidos en los ratones no
tratados.



INTRODUCCION

El conocimiento y utilizacion de las plantas por las sociedades humanas tiene una
larga e interesante historia, reconociéndose que desde siempre los vegetales
satisfacen diversas necesidades y una de ellas es la recuperacion y el

mantenimiento de la salud.

Por otra parte, la medicina prehispanica estuvo
intimamente vinculada a la religion y la magia,
de manera que los pueblos mesoamericanos
asociaron e identificaron cualidades y poderes
de plantas, animales y elementos de la
naturaleza a los de sus divinidades. En la
actualidad existen amplios sectores sociales
interesados en las plantas medicinales, entre
ellos se cuenta desde quienes tienen un interés
meramente pragmatico hasta los estudiosos e
investigadores con un alto nivel de
especializacion en los distintos ambitos de
conocimiento, donde se puede acercar a este
objeto de estudio. Uno de estos es la

etnobotanica, ciencia que aborda las relaciones
histdricas entre las sociedades humanas y el entorno vegetal bajo un enfoque de
investigacion multidisciplinaria (Rodriguez-Chavez, 1996).

Hoy en los paises industrializados, la cuarta parte de los farmacos empleados proceden
o se han modelado a partir de productos vegetales. Por cuestiones de salud publica y
sobre todo del tratamiento médico en forma precisa y el bajo costo de las medicinas



de patente (por la produccién en masa y sintesis quimica controlada), se provoco el
distanciamiento a utilizar los extractos de plantas (Lozoya, X., 1997).

En los afos setenta Ila
Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) impulsd la
investigacion de las plantas
medicinales cuando prestd
atencion a los  éxitos
alcanzados por China, en la
solucién a sus problemas de
salud publica. La reduccion
de sus indices de mortalidad

infantil que era de 200 por
cada 1000 infantes, en 1949 a 12 por cada 1000 en 1970; la tasa de mortalidad que
en 1949 era de 25 por cada 1000 habitantes, en 1970 bajé a 6.2 por 1000. En el
esquema empleado por China, el uso de las plantas medicinales tenia una importancia
determinante, El resultado de la combinacion pragmatica de remedios herbolarios
(tisanas, infusiones, maceraciones, tés, etc.) y la medicina occidental (rayos X,
antibidticos, etc) resultd altamente eficaz (Lozoya,X., 1997), aunado, también, al
desarrollo tecnoldgico aplicado a la ingenieria ambiental y a la salud publica.

Aloe vera (sabila) es una planta que ha sido utilizada para el tratamiento de
multiples padecimientos desde los antiguos egipcios (333 antes de Cristo), (Haller,
1.S., 1990); en México fue introducida por los espaiioles en la conquista, (S. XVI),
y la poblacién la utilizaban para tratar fracturas, erisipelas, llagas, asma y parasitos
intestinales (Rodriguez-Chavez y Gomez-Campos, 1996). En nuestros dias, también es
empleada en afecciones degenerativas en las que se involucra el sistema inmune
(Stuart, R. W.,, et al, 1997; Lopez-Coronado, 1994; Vazquez, B., et al, 1996; Hutter, J.
A., et al, 1996; Linares, y Bye, 1990; Atlas de las plantas de la medicina tradicional
mexicana, T.III, 1994; Granados-Sanchez, 1988).



En la actualidad la investigacion inmunoldgica esta orientada hacia el estudio de los
procesos de inmunorregulacion en los seres vivos, a partir de productos bioldgicos de
origen animal, esto se debe, en parte, al descubrimiento de la funcion
inmunorreguladora del timo por Osoba y Miller en 1963. En los afios setentas, todos
los paises desarrollados iniciaron los trabajos de investigacion con sustancias
inmunotropicas procedentes de extractos del timo, de las cuales actuaimente se
conocen cerca de quince, nombradas como hormonas timicas (Levey, 1964). Es hasta
los inicios de la década de los noventas, que también se utilizan sustancias de origen

vegetal con la intension de concocer sus efectos inmunomoduladores (Wagner, 1995).

El interés hacia estas sustancias existe no Unicamente por razones de uso clinico, sino
también por su utilizacion en los estudios basicos que ayudan en la comprension de

los mecanismos moleculares de fa inmunorregutacion (Arion, 1985).

El estudio cientifico de esta especie, con uso etnobotanico como medicamento de
enfermedades degenerativas, es el inicio de una linea de investigacion que nos permita
desarrollar una industria medica alternativa de fitofarmacos (Lozoya, 1997) con el uso
sustentable de las especies que se ulilicen; una vez que se hayan determinado sus

usos y propiedades, evitando asi, la explotacion desmedida de estas.



ANTECEDENTES

Hoy en dia la humanidad se enfrenta con una de la mas graves crisis de su historia,
debido a la creciente demanda de los recursos renovables y no renovables, por el
crecimiento poblacional, tanto por la necesidad de nuevos alimentos y nuevos
medicamentos como de otras materias primas de gran importancia para la industria en
general. Como una consecuencia de esto, el
futuro de la humanidad dependera de una
manera cada vez menos estrecha del uso de
los recursos naturales, especialmente los
renovables (Lefft, 1995). México no es ajeno
al problema. Tedricamente  tenemos
numerosas alternativas para resolverlo, ya
que contamos con una gran diversidad
biolégica que es uno de los patrimonios mas
importantes del pais. Somos poseedores de -
un numero notable de especies silvestres, de
grupos de plantas tan importantes como los

B pinos, cactaceas, agaves, encinos, Yy
dioscoreas. Sin embargo la bisqueda de nuevas fuentes de alimentos, medicinas y
otras materias primas requiere de conocimientos mas precisos de los recursos
bioldgicos existentes y la necesidad de programas de investigacion que permitan lograr
y alcanzar las metas de un racional aprovechamiento de nuestros recursos naturales
renovables (Gémez Pompa,1976).

De Las plantas para la explotacion de principios activos, en primer lugar destacan las
que producen los cardiotdnicos: digitoxina, digoxina y ouabaina, los cuales se importan
con un alto valor comercial, 24.50 ddlares/g, 61.90 ddlares/g, y 54.50 ddlares/g

(Catalogo Sigma 1996), respectivamente, los cuales son obtenidos de plantas de Africa
0 Cuba.
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Por ejemplo la emetina es utilizada para las grandes endemias del pais, como lo son la
amibiasis y el paludismo. Este medicamento se produce principalmente en Brasil,
Colombia y Centroamérica. En nuestro pais existen plantas que se recomiendan para
estos usos, para la amibiasis, amargos de Simarubéceas (Chaparro Amargoso, Quasia,
etc.), para el paludismo copalchis de Rubidceas (Coutarea, Exostema, etc.)

(Lewis,1977; Giral Glez,1976)), de las que no se ha realizado una investigacion a
fondo.

Por otra parte, las enfermedades cronico-degenerativas como: autoinmunidad, cancer,
alergia, infecciones virales, entre otras, no han sido tratadas con mucho éxito con la
medicina alopdtica. Existen evidencias de estudios etnobotanicos donde se han
reportado tratamientos de dichas enfermedades con plantas medicinales con
resultados muy favorables (Borchers, A.T., 1997; Wagner, H.K.M., 1995; Wagner, y
Farnsworth, 1994).

En los dltimos afos se reportan estudios sobre plantas con propiedades
inmunomoduladoras, principalmente en Japon (Mori, 1995; Hashimoto, 1994; Kondo,
1994;Lee, 1995), China (Borchers, A.T., 1997), India (Suresh,1994; De,1994;
Garg,1994; Kumar,1994), Alemania (Wagner,1994; Gabius.1994; Sevdsen,1994),
Estados Unidos de Norteamérica (Han-dong Sun, 1996 ; Jinping L. McCormick, 1996),
Arabia Saudita (Essam Abdel Sattar, 1996), Francia (D. Lesuisse, 1996) e
Iberoamérica: Espafia (Slowing, 1994), Argentina (Courreges,1994; Pomillo,1994) . En
México se han publicado estudios sobre plantas con otros efectos fisioldgicos, Bah y
col. investigan la presencia de alcaloides pirrdlicos hepatotoxicos en plantas para uso
medicinal (Bah, M.,1994). Especificamente, en Jalisco, se ha trabajado sobre plantas
anticonvulsionantes  (Navarro-Ruiz, 1994). Pero la informacion sobre -
inmunomoduladores de origen vegetal en México es escasa, y en particular, en Jalisco
es completamente ausente; es lamentable, considerando, que la mayoria de las
enfermedades crénico—deggnerativas, arriba mencionadas, son acompafadas de
estados de inmunodeficiencia.



En los Ultimos afios el interés por la inmunorregulacion ha crecido tanto que se han
acuiado terminos como “inmunoestimulantes” y “Adaptégenos” que describen drogas
capaces de aumentar la resistencia del organismo contra agentes estresantes de
diferente origen (Wagner, H.K.M., 1995). Wagner establece que un inmuoestimulante
es activado por mecanismos no especificos, e influye sobre la respuesta inmune
celular y humoral, estimulandola generalmente de manera no dependiente de
antigeno. Los inmunomoduladores son eficientes tanto como profilacticos como
terapéuticos y sus resultados son dptimos cuando se aplican a dosis bajas
(Arnason et al, 1995). Estas caracteristicas no se conocen o no son observadas en
la mayoria de los medicamentos de patente, por lo que es importante estudiarlas
en los principios activos obtenidos de las plantas medicinales utilizadas en la

medicina tradicional (Wagner en Phytohemistry of medicinal plants, Arnason, 3.T.,
et al,1995).

Sell define la inmunomodulacion como una modificacion inducida de la inmunidad por
sustancias naturales, quimicos sintéticos o radiaciones; asi mismo, por antigenos
especificos, anticuerpos, por accidn de linfocinas, citocinas y por neuropéptidos (Sell,
1996).

La respuesta inmune puede ser afectada en varios niveles por diferentes agentes. La
modulacion de la inmunidad puede afectar la induccion, la expresion, la amplificacion o
la inhibicion de las fases aferente, central y eferente.

La FASE AFERENTE incluye: el reconocimiento y procesamiento del antigeno, y la
interaccion de las células finfoides. La FASE CENTRAL comprende la funcion de las
células cooperadoras y supresoras; la proliferacion de las poblaciones de células
respondedoras; la diferenciacion de células efectoras, vy la sintesis de productos
inmunes, tales como linfocinas y anticuerpos; y L.a FASE EFERENTE que establece las
reacciones mediadas por células T; reacciones antigeno-anticuerpo, y el sistema
complementario efector [macréfagos, células cebadas (mastocitos) y actividad del
complemento] (Sell, S., 1996).



La inmunomodulacion puede ser especifica, limitada a un antigeno dado, o
inespecifica, con un efecto general sobre la respuesta inmune. Se han hechos muchos
intentos por aumentar o inhibir dicha respuesta en humanos y animales de
experimentacion. La estimulacion terapéutica es deseable en algunos casos, tales como
en pacientes que sufren de inmunodeficiencias, mientras que [la supresion
inmunoldgica es dirigida a pacientes receptores de transplantes o con enfermedades
autoinmunes (lupus, esclerosis multiple, etc.) (Sell, S.,1996; Roit, 1., 1991). La
inmunomodulacion especifica puede ser estimulada activamente por la introduccion de
vehiculos inmunoégenos, como los adyuvantes, que pueden incrementar o modificar 1a
respuesta a un antigeno dado. Asi mismo, la inmunoestimulacion especifica puede ser
producida pasivamente por la transferencia de productos inmunes (células o
anticuerpos) o por factores que afectan especificamente la respuesta (factor de
transferencia, antisueros). Por otro lado, la modulacion de 1a respuesta inmune puede
ser suprimida, en forma especifica, por la administracion de antigenos, en una forma
0 por una via que suprima la induccién de la inmunidad (tolerancia), o por cambios de
la actividad de una forma a otra (desviacion inmune) (Sell, S.,1996).

La inmunoestimulacion puede ser alcanzada, en forma inespecifica, por la
administracion de agentes, como el interferdn, interleucinas o citocinas que
incrementan algunos componentes de la respuesta inmune no envueltos en el
reconocimiento especifico de antigenos. Tales agentes, generalmente actitan sobre
algim tipo de células complementarias, como el macréfago o las células asesinas
naturales (NK). La supresion no especifica de 1a respuesta inmune puede ser activada
por agentes que interfieren con la induccion o expresion de ella. Estos agentes
incluyen radiacidn, drogas (esteroides, antimetabolitos, ciclosporinas) y agentes
inmunes como los sueros antifinfocitos o antimacrofagos, o anticuerpos monoclonales
(Sell, S.,1996; Roit, I., 1991).
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Aloe vera (Sabila) (fig. 1) pertenece a la familia Liliaceae,
es una planta nativa de Africa ampliamente cultivada en
México y en nuestra region se ha aclimatado ampliamente.
Es una hierba perenne, acaulescente, con aspecto de
Maguey; su HOJA es simple alterna, dispuesta en espiral,
verde glauca, delgada-lancelada, de 30 a 70 cm de largo,
lisa suculenta, apice largamente acuminado con espina
terminal, dentada sésil; su INFLORESCENCIA es en racimo
de 60 a 80 cm de largo con mas de 50 flores; la FLOR es
bisexual, perianto de 6 sépalos, connato, aproximadamente
de 2 cm de largo, amarillo verdoso, con estambres, ovario
stpero, 3 locular, estigma trifurcado. Aloe vera y Aloe
barbadensis son sinonimias, siendo el primero el nombre
correcto de dicha especie de Albe (Linares,Bye,1990;
Lotschert,1983; Granados-Sanchez, 1988).

Fig. 1. Aloe vera con inflorescencia

Aloe vera (L) se ha utilizado para el tratamiento de artritis, quemaduras, diabetes,
acne, cicatrizacion de heridas, bronquitis crénica y otros padecimientos (Linares, Bye,
1990; Lotschert, 1983; Granados-Sanchez, 1988;
Rodriguez-Chavez, 1996; Haller, J. S., 1990). El gel
fresco, obtenido del tejido parenquimatoso de las
hojas se ha caracterizado como un compuesto
emoliente de unidades "manurdnicas" |y
"glucurdnicas”. Dicho gel ha demostrado ser
antibidtico, astringente, coagulante, inhibidor del
dolor, bactericida y antiviral (Granados-Sanchez,
1988; Peng, S. Y., et al, 1991; Vazquez, B., et al,
1996; Syed, T. A., et al, 1996). Los extractos
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acuosos, cloroférmicos y etandlicos del gel de A. vera, han mostrado efectos
antinflamatorios (Vazquez, B., et al, 1996; Hutter, J. A,, et al, 1996); de igual forma,
en modelos experimentales de inflamacion de la capsula sinovial por la administracion
de carragenina, animales tratados con el gel de A. vera han mejorado hasta en un
50% del proceso inflamatorio y se ha visto un aumento de la proliferacion de
fibroblastos, los que producen una reparacion del dafio sinovial (Davis, R. H. Et al,
1992). Se ha encontrado una glicoproteina que inhibe marcadamente la artritis
(Granados-Sanchez, 1988; Womble et al, 1988) y que promueve la proliferacion, i
vitro, de células dérmicas humanas y de rifion de hamster (Yagi, A., et al, 1997); asi
mismo, los centrifugados de extractos de A. vera han inhibido el crecimiento de
células tumorales (Peng,S.Y., et al, 1991); sin embargo promovieron el crecimiento de
células normales (Granados-Sanchez, 1988). Ademas, ciertos carbohidratos tales como
acemmanan, extraido de la pulpa de A. vera, actilan estimulando, tanto macréfagos,
como linfocitos T (Womble et al, 1988); también se ha visto que, este polisacérido de
manosas, estimula la actividad fagocitica y digestiva, /n vitro, de los macréfagos
peritoneales de raton contra Candida albicans (Stuart, R, W., et al, 1997) asi como la
produccidon de oxido nitrico, por parte de los macrofagos de pollo (Karaca, K., et al,
1995); este mismo polisacarido ha sido utilizado para prevenir y tratar las quemaduras
producidas por los rayos X en pacientes tratados con radioterapia (Roberts, D., B,
1995); ademas que, tanto # wvitro como in vivo, inhibe la replicacion de VIH (Kahlon,
1.P., et al, 1991) y de retrovirus causantes de leucemias felinas (Sheets, M.A,, et al,
1991).

La mayoria de los estudios realizados con A. vera, son a partir del gel obtenido del
tejido parenquimatoso de sus hojas, pero los estudios etnobotdnicos nos muestran que
muchos de los tratamientos son realizados a base de la savia de las hojas, llamado
“Acibar”, el cual es utilizado en muchas formas, que va de tomado con jugo de pifia
hasta en forma tdpica para la curacion de heridas y quemaduras (Granados-Sanchez,
1988; Rodriguez-Chavez, 1996; Linares, Bye, 1990; Haller, J. S., 1990; Roberts, D, B,,
1995).



Aloe vera es una especie silvestre con notable importancia en el uso herbolario cuyos
estudios sobre sus caracteristicas fisico-quimicas son muy escasos, Yamaguchi reporta
que A. vera pertenece al grupo de vegetales ricos en calcio por el alto contenido en el
gel del tejido parenquimatoso de las hojas. Ademas, mediante una extraccion del gel
liofilizado, con solventes orgénicos (n-exano y acetona) se obtuvieron 3 fracciones
aceitosas que fueron analizadas en cromatografia de ionizacion, obteniendo una gran
variedad de compuestos como acidos grasos, acidos organicos, hidrocarburos lineales
y aromaticos (Yamaguchi, et al, 1993).
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actividad curativa de Alpe vera corresponde a cual compuesto (Zonta,y col,, 1995).

Adernés, los mecanismos biologicos de su accidn no son claros y existen pocas
investigaciones en el &mbito celular y de bioensayos sobre su actividad inmunotropica
que darian soporte cientifico para su aceptacion por la medicina oficial. De igual forma
faltan estudio cientificos para ser aprobada por la comunidad médica, como una
alternativa en el tratamiento de enfermedades degenerativas proporcionando una

presentacidon farmacéutica adecuada y de menor costo que la medicina de patente
importada.



Una de las mas importantes propiedades de las sustancias inmunotropicas naturales de
origen vegetal son los pocos efectos secundarios, que siempre presentan los
inmunomoduladores sintéticos. El uso comercial de las sustancias obtenidas de esta y
otras plantas medicinales (fitofarmacos; Lozoya, 1997) establecera la vinculacion entre
la investigacion y la produccion permitiendo que este enlace se vea precedido por el
objetivo de la sustentabilidad, y no solo por las presiones que actualmente dominan,

en el sentido de mercantilizar la ciencia y la tecnologia surgida en las Universidades.

El presente trabajo tuvo como propdsito estudiar la respuesta inmune especifica e
inespecifica de ratones BALB/c, sanos e inmunosuprimidos con linfoma murino L5178Y
y ciclofosfamida tratados con acibar de Aloe vera La accién inmunomoduladora del
acibar fue valorada por las reacciones de hipersensibilidad retardada al
dinitrofluorobenceno y por la prueba de hemaglutinacion de eritrocitos de carnero.

Ademas se evaluo la actividad fagocitica de los macrofagos alveolares.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aloe vera se ha utilizado desde tiempos inmemoriales como una planta medicinal en
multiples afecciones donde el sistema inmune se ve comprometido; en la actualidad se
conoce que el gel de sabila, obtenido de las hojas, contiene varios compuestos, que
han mostrado tener actividades de antibidticos, antivirales, antiinflamatorios, promover
la proliferacion de células dérmicas /n vitro, la inhibicion de células tumorales y la
estimulacion de macrdfagos, entre otras; pero se desconoce si el acibar (savia) de Aloe
vera tiene efecto inmunomodulador en ratones BALB/c  inmunosuprimidos por el
linfoma murino L5178Y y por ciclofosfamida.

HIPOTESIS

El acibar de Aloe vera, es capaz de modular la respuesta inmune especifica (celular y

humoral) e inespecifica (fagocitosis) en ratones BALB/c, sanos e inmunosuprimidos con
el linfoma murino L5178Y.

OBJETIVO GENERAL
Investigar el efecto del acibar de Aloe vera sobre la respuesta inmune especifica
(celular y humoral) e inespecifica (fagocitosis) en ratones inmunosuprimidos por el

linfoma murino L5178Y o por la ciclofosfamida.



OBIJETIVOS PARTICULARES

a)

b)

d)

Establecer la Dosis Letal 50 (DlLsg) de Aloe vera en ratones BALB/c sanos, con la
finafidad de poder determinar la dosis terapéutica.

Estudiar la inmunosupresion producida por el linfoma murino L5178Y, en ratones
BALB/c.

Evaluar la respuesta inmune inespecifica en ratones sanos e inmunosuprimidos con
linfoma L5178Y, tratados con acbar de A. vera, in vivo. mediante la prueba de

fagocitosis de levaduras de Candida albicans por macrdfagos alveolares (MA).

Definir la actividad inmunomoduladora del acbar de A. vera, in vivo, en la
respuesta inmune humoral, en ratones inmunosuprimidos con linfoma L5178Y, con
la prueba de hemaglutinacion (produccidn de inmunoglobulinas anti-eritrocitos de
carnero) a eritrocitos de carnero (EC).

Investigar 1a actividad inmunomoduladora del aclbar de A. vera en la respuesta
inmune celular, i wvivo, con la prueba de hipersensibilidad retardada al
Dinitrofluorobenceno (DNFB) en ratones inmunosuprimidos con linfoma L5178Y y
con ciclofosfamida.

Realizar analisis de! acibar de A. vera por caomatografia en capa fina para
distinguir su grado de complejidad.
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METODOLOGIA

OBTENCION DEL ACIBAR.

El acibar se colectd a partir del estilado de las hojas, cortadas en forma transversal
cerca del tallo, y fue depositado en un vaso de precipitado. Para su conservacion y
utilizacion posterior, se deseco en una liofilizadora marca LABCONCO mod. FREEZONE
4.5. Fig. 3. La cantidad de acibar colectado de 500 gr de hojas de sabila fue de 15 ml
el cual nos dio un rendimiento de 1.1819 g de liofilizado. La colecta del acibar debe ser
entre las 9:00 y 10:30 hrs, de la mafiana, ya que al mediodia o por la noche se colecta
nada (Esto lo determinamos por

OR0CO-BARDTIO/O3

las observaciones hechas en la
SABILA
colecta). Este fenomeno se debe
al proceso fisioldgico de la planta,
en estos tiempos el requerimiento

de nutrientes por ella es mayor.

Esta es una caracteristica de las

e Dlo |
il St — plantas suculentas, las cuales
ACIBAR LIQUIDO LIOFILIZADORA

como mecanismo de adaptacion

FIG. 3. PROCESO DE OBTENCION Y LIOFILIZACION DE ACIBAR 3
al medio pobre en agua han
desarrollado vias bioquimicas alternas a las plantas C3 y C4 para fijar el CO,. Debido a
que los primeros estudios bioquimicos del metabolismo de estas plantas fueron
realizados en vegetales de la familia crassulaceae, se le conoce como metabolismo
acido de las crasulaceas (CAM) (Salisbury, F. B., 1992). El acibar liofilizado fue

utilizado en forma completa, como extracto crudo.

ANIMALES DE ESTUDIO

Se utilizaron grupos de 5 ratones machos BALB/c de 20 a 25 g de pesoy de 6 a 8
semanas de edad, mantenidos a temperatura de cuarto, ciclos de 12 horas de luz y
obscuridad con alimento y agua ad libitum.



PROCESO EXPERIMENTAL.

Los grupos de trabajo tuvieron los siguientes tratamientos:

PRUEBAS
INMUKO
LOGICAS

FIG. 4. PROCESO EXPERIMENTAL
GRUPOS EXPERIMENTALES

OR02CO-8ARGUIO/99

a) Grupo 0, ratones sanos
tratados con acibar de A. vera
para determinacion de la dosis
letal 50 (DLso).

b) Grupo I, (Control de
manejo) ratones sanos tratados
con agua estéril inyectable
(vehiculo para acibar) 0.1ml via
orogastrica (og) por dia durante
10 dias.

¢) Grupo II, ratones sanos tratados con 1 ug/g/dia de extracto crudo (acibar) por via
orogastrica (og) disuelto en 0.1 ml de agua estéril inyectable, durante 10 dias.

PRUERBA DE

ACIBAR.1 u gl/g de PESO CORPORAL FAGOCITOSIS

0 12 3 & 5 &

{5

DOSIS

-t

MEDICION DOSIS
PR PRI SENSIBILIZANTES BASAL REVELADORA M&g‘gg‘éﬁE
PRESORES = i PABELLON A. 10 i al 0.2% SIBILIDAD

L5178Y u DNFB :
CF
1l d% EC AL 20% PRUEBA DE
AP HEMAGLUTINACION
vs EC 1%

FIG. 5. DOSIFICACION DE ACIBAR Y BIOENSAYOS DE LA
RESPUESTA INMUNE

OROZCO-BAROCIO/S 9"
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d) Grupo III, ratones inmunosuprimidos con 1 x 10 7 células de linfoma murino
L5178Y tratados con agua estéril inyectable (vehiculo) 0.1ml/dia via orogastrica
(og) durante 10 dias.

e) Grupo 1V, ratones inmunosuprimidos con 1 x 10 7 células de linfoma murino
L5178Y, tratados con 1 mg/Kg/dia de extracto crudo esterilizado de acibar por via
orogastrica (og) disuelto en 0.1 ml de agua estéril inyectable, durante 10 dias.

f) Grupo V, ratones inmunosuprimidos con 200 mg/Kg (dosis Unica) de
ciclofosfamida, via intraperitoneal (ip).

g) Grupo VI, ratones inmunosuprimidos con 200 mg/Kg (dosis Unica) de
ciclofosfamida via intraperitoneal (ip), tratados con 1 mg/Kg/dia de extracto crudo

(acibar) por via orogastrica (og) disuelto en 0.1 ml de solucion estéril inyectable,
durante 10 dias.

FAGOCITHSIS
e ) 4

Thse
(EBRECEFICA |

BIOENSAYOS
RESPUESTA

INMUNE INMUNTIDAD B HEMAGLUTINACION
HUMORAL . AR VO,

HIPERSENSIBILIDAD
RETARDADA A

DNFB
F#1 VEves

FIG. 6. PRUEBAS INMUNOLOGICAS

OROZCO-PAROCIO/ 98

A cada uno de los grupos anteriores (con excepcion del grupo 0) se les hicieron las
pruebas inmunobiolégicas abajo mencionadas. Figuras 4, 5y 6.
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DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DLso) Y DOSIS SUBLETAL.

El establecimiento de la DLsy del acibar de sabila se determind en tres grupos de 5
ratones cada uno, con dosis Unicas de 3, 2 y 1 g/Kg de peso corporal por via
orogastrica, diluidas en 0.1 ml de agua estéril inyectable. Después de la administracion
se mantuvieron en observacion, atendiendo a las manifestaciones clinicas vitales, como
deceso, cambios en su conducta: alteracion de la actividad locomotora, irritabilidad
ocular, lagrimeo, alteraciones de la respiracion, movimientos abdominales alterados,
pelo erizado, etc., como se establece en los estudios de toxicidad aguda, este estudio
consiste en administrar el compuesto a los animales en una ocasion, para determinar
la sintomatologia consiguiente a la administracion del compuesto en cuestion y su
grado de letalidad (l.oomis, 1982).

CINETICA DE INMUNOSUPRESION DE RATONES BALB/C CON LINFOMA
MURINO L5178Y.

Es bien conocido que los huéspedes con tumor presentan una supresion de la
respuesta inmune por muchos factores, los cuales, frecuentemente, pueden ser
atribuidos a la existencia de factores supresores en los fluidos bioldgicos del huésped
con tumor o en los sobrenadantes del cultivo de células tumorales. La lista de estos
factores incluye citocinas derivadas del huésped o del tumor, tales como la interleucina
3 (IL-3), interleucina 4 (IL-4), factor estimulador de colonias de granulocitos/monocitos
(GM-CSF), factor de crecimiento tumoral p (TGF-B), interferon y (IFN-y) vy
prostaglandina E2, la cual inhibe las funciones de las células T, la respuesta humoral y
la actividad de las células asesinas naturales (NK) (Weinberg, 1996; Daneri-Navarro,
A., 1995; Sell, S. 1996; Roit, 1., 1991; Alberts, 1994).

Daneri-Navarro y colaboradores demostraron que el linfoma murino L5178Y provoca la

supresion de la respuesta inmune celular al DNFB en ratones con linfoma y lo
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atribuyen a la probable presencia de un factor supresor en el liquido de ascitis y en el
suero de los animales con tumor (Daneri-Navarro, A., 1995).

El linfoma murino L5178Y (H-2d) es de origen timico y fue mantenido por
inoculaciones intraperitoneales semanales de 1 X 10’ células, en forma ascitica, en
ratones BALB/c singénicos (H-2d). Para los experimentos, los ratones fueron
inoculados con la misma cantidad de células diluidas en 0.2 ml de solucion salina.

Utilizando al linfoma murino L5178Y como modelo de inmunosupresion fue necesario
establecer en qué momento de su evolucién, los ratones, inoculados con 1 x 10’
células del tumor, presentaban una supresion de la respuesta inmune celular,

considerando que con esta cantidad de células tumorales los ratones mueren a los 13
+ 2 dias.

El establecimiento del estado de inmunosupresion con el linfoma murino L5178Y, fue
determinado mediante la valoracion de las reacciones de hipersensibilidad retardada al
DNFB, en grupos, de 5 ratones, con uno a diez dias de evolucion del tumor.
Considerando que la duracion de la prueba es de 5 dias para valorar la

hipersensibilidad retardada, se establecido el siguiente esquema de inoculacion y
medicion de la prueba. Fig. 7.

OROZOCO-DAROCID/ 98

Medicion de la Inmunidad Celular
meadiante la Prueba de Hipersensibilidad | e Pl (SIS (e [t |Smanie 7 ([
Retardada al DNFB.

] HP HP HP
' MB ™MB MB &% MB HP L HP

HP
PAEL DR DR DR DR MB &3 MB  MB Hy
08 DS DS DS L DS DS DS Ds DS DR DR R DR DR HP HP
| | | | | | | | | | | | | | | | |
I | [ [ | I | | [ | | [ I | [ | |
-6 -5 -4 -3 -2 -1 1] i 2 3 4 5 (<] 4 8 9 10
L |
T DIAS DE EVOLUCION DEL TUMOR
INOCULACION DEL TUMOR
10X10° CELS. VIA IP.
fig. 7. Esquema que muestra el procedimiento DS = DOSLS SENSIBILIZANTE DNFB 20 ul & 0.5%
para determinar la supresién de la respuesta $5 = ESEOTCEOM BASAL PO - SLSTISAN.

E ! : DR = DOSIS REVELADORA DNFB 10 ul a 0.2%
:..:5.;.1;:“: celular en ratones con linfoma mMurine ., _ jenrccon DE HIPERSENSIBILIDAD 48 HRS
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PRUEBAS INMUNOBIOLOGICAS:

a) INMUNIDAD NO ESPECIFICA. FAGOCITOSIS.

Obtencion de células fagociticas. Macrofagos Alveolares (MA). En la fig. 8 se
presenta un diagrama del procedimiento de la valoracion de la actividad fagocitica. A
los ratones, previamente tratados durante 10 dias con el acibar e inmunosuprimidos
con linfoma L5178Y, se sacrificaron por dislocacion cervical y se les abrié la caja
toracica, para dejar expuesto los pulmones y la traquea. Se hizo lavado pulmonar con
0.5 ml de solucién balanceada de Hanks (SBH). Se dio un masaje suave en los
pulmones, se recuperd la SBH que contenia la suspension de Macréfagos Alveolares
(MA) y fueron colocados directamente en los cubreobjetos para realizar la prueba de
fagocitosis.

FIG. 8. PRUEBA DE FAGOCITOSIS
T ‘;}f>

'/’{AUADOPI.ILHBNAR P | . MA. Se emple6 el método de

CONSBH Y
OBTENCION DE MA @Q T - vidrio
ADISION DE (Cunninghamr 1979; Agal‘Wal,

" @

Prueba de Fagocitosis en

LEVADURAS

©© 30 MIN et al, 1994; Courreges,et al,

ADHESION AL

1994; Ingolfsdottir, et al,1994),
T @@ el cual consistié en colocar 0.1

ml de la suspension de MA
TRATADOS CON ACTRAK £ FAGOCITADAS
INMUNOSUPRIMIDOS CON Y DIGERIDAS

. LINFOMA L5178Y
OROZCO-BAROCID /%0 30 "l"

sobre una cuarta parte de
cubreobjetos de 22 x 22 mm,
previamente desengrasados y adheridos a tapones de hule. A continuacion se
colocaron en camara hiimeda y se incubaron a 37°C durante 30 minutos para permitir
su adherencia al vidrio. Transcurrido este tiempo se lavaron suavemente los
cubreobjetos con SBH a 37° C para la eliminacidn de las células que no se adhirieron
al vidrio. Inmediatamente después y sin dejar secar los cubreobjetos, las células
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adheridas se cubrieron con 0.5 ml de la suspension de Candida albicans que contenia
1 x 10° levaduras por ml de SBH adicionada del 20% de plasma autdlogo.
Posteriormente se incubaron durante 30 minutos en camara himeda a 37° C. Al
término de la incubacion se lavaron suavemente con SBH para retirar las levaduras de
C. Albicans no fagocitadas, De forma similar y sin dejar secar los cubreobjetos, se
cubrieron con SBH y se dejaron incubar de la misma forma anterior, por 30 minutos
para que los MA digirieran a las levaduras fagocitadas. Los cubreobijetos se dejaron
secar al aire y se tifieron con colorante de Wright. Luego se montaron invertidos sobre
portaobjetos previamente identificados.

La valoracidon de la fagocitosis se hizo por observacion de las preparaciones en
microscopio de luz con el objetivo de 100 X. Se contaron 300 MA en cada

cubreobjetos, se incluyeron en este numero de células las que fagocitaron o no.

Las fevaduras fagocitadas se observaron como cuerpos intracitoplasmicos, de color
azut intenso (levaduras no digeridas) dentro de sus respectivos fagosomas, asi como
vacuolas Opticamente vacias (levaduras digeridas). Este fenomeno Cunningham lo
describe como fantasmas (Cunningham, 1979). Asi mismo se observaron fagosomas
que contenian residuos de levaduras. De esta forma en el primer caso se diferenciaron
las levaduras no digeridas y en los dos Ultimos las digeridas. Después se valoré el
Indice Fagocitico (IF) que representa el total de levaduras ingeridas (digeridas y no
digeridas) y el Indice de Digestion (ID).

El IF se determind por la suma del numero de levaduras ingeridas por los 300
fagocitos y este valor se dividio entre 300 que fueron las células contadas, el cociente
resultante fue el IF. El ID se determind por la cuenta del numero de levaduras
digeridas por los 300 MA y este valor se dividid entre 300, el 1D fue el cociente de la

division. Las pruebas se hicieron por duplicado y se obtuvo el promedio para cada
animal.
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IMNUNIDAD HUMORAL (TITULO DE HEMAGLUTINACION).

Al tercer dia de iniciar el tratamiento con acibar y de inoculado el linfoma, los ratones,

FIG.9. MEDICION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL
PRUEBA DE HEMAGLUTINACION.

fueron inmunizados
intraperitonealmente con 1 ml
de eritrocitos de carnero (EC) al
20%. Siete dias mas tarde
fueron desangrados por puncion
cardiaca y el suero obtenido fue
inactivado por calor a 56° C por
30 minutos. Enseguida se
hicieron diluciones seriadas de
1: 2 en 0.05 ml de solucién

salina, y 0.05 ml de EC al 1%. Después de 4 hrs de incubacion a temperatura

ambiente, el reciproco de la dilucion mas alta de la prueba que mostrd aglutinacion
visible fue expresado como el titulo de hemaglutinacion (Ivanovska, K., 996; Agarwal,

1994) Fig. 9.

IMNUNIDAD CELULAR. Prueba de Hipersensibilidad Retardada al
Dinitrofluorobenceno (DNFB).

FIG. 10. HIPERSENSIBILIDAD

RETARDADA
PRUEBA DEL DNFB o

OROZEO-BARDCIO/ 98

Para medir la respuesta
inmune celular en los ratones
tratados con acbar vy
suprimidos con el linfoma
L5178Y y ciclofosfamida se les
realizdé la prueba de
Hipersensibilidad Retardada al
Dinitrofluorobenceno (Mori. et
al 1995; Gad, 1994; Streilein et
al, 1980). Al quinto dia de
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haberse iniciado el tratamiento con acibar y de evolucién del linfoma, se les rasuré el
abdomen, en un area de 2 X 2 cm, donde se les aplicd 20 microlitros de una solucion
al 0.5 % (p/v) de DNFB disuelto en una mezcla de acetona y aceite de oliva en
proporcion 4 : 1. A las 24 horas se aplicd una segunda dosis sensibilizante igual que
la primera. Al quinto dia de iniciada la sensibilizacion se aplicd en la cara externa de la
oreja derecha, de cada ratdn, la dosis reveladora de 10 microlitros de DNFB al 0.2%
(p/v) en el mismo vehiculo. Antes de aplicar la dosis reveladora y 48 hrs después se

FIG. 10 a.PRUEBA DE HIPERSENSIBILIDAD midid6 el grosor del pabellén
RETARDAD A DNFB
RPLICACION. auricular con un micrometro de

muelle (Starrett Company. Athol,
Mass. USA). (Figuras 10 y 10a).

En seguida se hicieron biopsias de

las orejas sensibilizadas, para
evaluar la intensidad de la reaccion

I de hipersensibilidad celular. Estos
cortes se hicieron inmediatamente después de la medicion y fueron fijadas en formol al
10%. Posteriormente se procesaron los cortes histopatologicos que fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina.

ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DEL ACIBAR DE Aloe
vera.

Como se menciond arriba, no existe una correlacion de los compuestos
encontrados en el gel y su funcion biologica. Por otro lado, los componentes del
acibar (savia de A. vera) se desconocen, no existen referencias de estudios
cromatograficos de él. Por lo que se realizd una cromatografia en placa fina (TLC)
de 10 x 7 cm y 0.2 mm de espesor de gel de silice (MERCK), con un sistema de
elucion para glucdsidos a base de butanol, acido acético, agua 4 : 1 : 1 (v/v/v)
(Dominguez, X. 1973).
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PRUEBAS ESTADISTICAS

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente por la prueba paramétrica
de “t"” de Student, que nos permite comparar grupos experimentales; las pruebas no
paramétricas de H de Krusckal-Wallis, U de Mann-Whitney, y el Analisis de Varianza
mediante las pruebas de comparaciones muiltiples de Tukey y la prueba de andlisis de

varianza de una via. El nivel de significancia fue de p < 0.05.

CUCRA
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RESULTADOS
DOSIS LETAL 50 (DLso) Y DOSIS SUBLETAL.

Las manifestaciones que presentaron los animales fueron consideradas para
evaluar el efecto del acibar porque son referidos en los estudios de toxicidad aguda, en

animales tratados con sustancias de interés biologico (Loomis, 1982).

De los ratones que se les administrd 3 g/Kg de peso corporal diluido en 0.1 ml por via
0g, murieron el 80% en 4 dias, solo uno de ellos se restablecio al 3er. dfa de la toma
unica de acibar que recibig; el ratdn se mantuvo vivo y recuperado hasta el sacrificio
normal por vejez (12 semanas). Los animales del grupo 2, que se les administrd 2
g/Kg, solo murieron el 20%, es dedir, solo un raton; tres de los restantes (60%) se
recuperaron de la sintomatologia a las 72 horas después de la aplicacion del acibar de
A. vera ; el (ltimo de los roedores (20%), se recupero, de los padecimientos clinicos
hasta el sexto dia posterior al tratamiento. En tanto el grupo 3, que recibié 1 g/Kg, e
100% de los ratones se mantuvo con vida, estos se recuperaron de los sintomas
clinicos a las 48 hrs. Las manifestaciones clinicas que presentaron todos los ratones, de
los 3 grupos fueron: disminucion de la actividad locomotora, irritacion de los ojos,
lagrimeo, respiracion irregular y acelerada, se les erizd el pelo y los movimientos
abdominales eran irregulares y acelerados, manifestaron un estado de intranquilidad y
exacerbacion. En forma general los ratones soportaron grandes dosis de acibar, y en la
razon de que a la dosis de 1 g/Kg de peso corporal no hubo ningin dafo y que la
recuperacion fue rapida, se determind usar una dosis terapeutica 1000 veces menor,
tomando en cuenta el principio de Wagner de que un inmunoestimulador debe ser
administrado a dosis muy baja para tener efectos de la modulacion de la respuesta
inmune (Wagner, H.K.M., 1995). Asi mismo, pudimos determinar, aproximadamente,
la DLsy en 2.5 g/Kg. (Grafica 1).
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Grafica 1. Determinacién de la DL;, de
acibar de Aloe vera
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CINETICA DE SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR (RIC) POR
EL LINFOMA MURINO L5178Y.

El motivo de conocer en qué momento del desarrollo del linfoma L5178Y, los ratones
alcanzan la supresion inmunoldgica, surgié con la necesidad de tener un modelo
natural de inmunosupresion, con el objeto de probar si el acibar de Albe vera
restablece dicho estado. Para determinar en qué dia de evolucion del tumor existe la
supresion inmunoldgica fue necesario realizar una cinética de inmunosupresion del
tumor midiendo la respuesta inmune celular por la prueba de hipersensibilidad
retardada al DNFB durante 10 dias, siguiendo el esquema de inmunizacién de la fig. 7.
Los resultados de la inmunosupresion se muestran en la grafica 2 y Tabla 1.
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TABLA 1. CINETICA DE SUPRESION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR
POR LINFOMA L5178Y (1X107 CELULAS, v ip)

DIAS* . BASAL INDICE**DE INCREMENT
PROMEDIC | DS PROMEDIO ERROR ST
1 0,024 4A7E-04 74,13 4,42
2 0,023 1,30E-03 72,84 0,40
3 0,023 1,10E-03 69,44 ... 5684 .
4 0,023 | 7.07E-04 87,99 5,11
5 0,023 5,48E-04 57.19 4,06
6 0,025 2,51E-03 56,90 7,82
7 0,021 1,10E-03 37.64 3,13
g8 | 0021 1,14E-03 | 31,10 342
9 0,024 2.19E-03 35148 516
10 0,026 1,30E-03 { 1113 | 0,34

" DIAS DE DESARROLLO DEL LINFOMA

= INDIGE DE INCREMENTO (%} = {(INCREMENTO DE PA/BASAL DE PA} X 100
LAS DIFERENCIAS EN LA MEDICION BASAL NO FUERCN SIGNIFICATIVAS.
COMPARACION DE LOS INDICES DE INCREMENTO POR t DE STUDENT:

NO SIGNIFICATIVOS:1 ve2-4,6; 5 vs 8, 7 vs 8-10
SIGNIFICATIVOS:1 vs 6,7 -10; 5y 6 ws 7-10. (P<0.05)
COMPARACION DE LOS INDICES (%), POR LA PRUEBA DE COMPARACIONES
MULTIPLES DE TUKEY

NO SIGNIFICATIVOS:1 vs2-6; 6 vs §,79; 7 vs 8-10
SIGNIFICATIVOS:1 vs T -10; 5§y 6 vs 8-10. (P <0.05}

UROZLO-BARDEIU fUL

En esta gréafica consideramos el porcentaje (%) del indice de incremento (que es el
cociente entre el incremento de grosor del pabelldén auricular entre su espesor basal
multiplicado X 100 para referirlo en porcentaje) del espesor en el pabellon auricufar
por efecto del proceso inflamatorio causado por el reto al DNFB. En los primeros 4 dias
de evolucidn no se observa una diferencia estadistica; pero al 5° y 6° dia se aprecia
una disminucidn considerable en el grosor del pabelldn auricular, (P < 0.05); a partir
de estos dias, la respuesta de inflamacion es cada vez mas débil, y se ve que del dia
7° al 10° no hay una diferencia estadistica entre ellos. Se observa que la
inmunodeficiencia inicia su establecimiento en los dias 5 y 6 de desarrollo del linfoma y

queda bien establecida a partir del 7° dia. Grafica 2.



VALORACION DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA.
a) INMUNIDAD INESPECIFICA. FAGOCITOSIS.

TABLA 2. FAGOCITOSIS Y ACTIVIDAD FAGOCITICA Y DIGESTIVA DE
MACROFAGOS ALVEOLARES DE RATONES BALB/c CON LINFOMA L§178Y
TRATADOS CON ACIBAR DE Afoe vera (1 mg/Kg/10 dias)

D.FAGOCI

SANOQ/AGUA. INYECT
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LINFOMA/AGUA INYECT
LINFOMA/ACIBAR

5
5 SANOS/ACIBAR
5
5

3,08| 1,32 | 0,83 0,71

COMPARACION DE GRUPOS POR t DE STUDENT:
NO SIGNIFICATIVOS: 1 vs 3 y 2 vs 4, (FAGOCITOSIS)
SIGNIFICATIVOS: 1 vs 2,4 y 3 vs 2, 4 (FAGOCITOSIS)

NO SIGNIFICATIVOS: 1 vs 2, 3, 4. (IND. FAGOCITICO).
SIGNIFICATIVOS: 3 vs 2, 4. (IND. FAGOCITICO).

EL IND. DIGESTIVO NO TUVO DIFERENCIAS.

OROZCO-BAROCID /Y8
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Prueba de Fagocitosis. La actividad fagocitica de los MA de los ratones de los
grupos sanos y con linfoma, tratados con agua inyectable estéril (grupos 1 y 3) no fue
alterada, en cambio los grupos sanos y con linfoma tratados con acibar (grupos 2 y 4)
si tuvieron un aumento del nimero de células que fagocitaron, que no fue diferente en
ambos grupos. Tabla 2. Gréfica 3.

e
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Indice fagocitico e indice digestivo.
Por otro lado, la capacidad fagocitica (IF),
es decir, la cantidad de levaduras
fagocitadas por célula (MA), no tuvo
diferencias entre los ratones sanos,
tratados con agua inyectable y ninguno de
los otros grupos, en cambio el grupo de

RIBLIFETA O
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ratones con linfoma, tratados con solucion inyectable si presento diferencias cuando se
comparo con los grupos tratados con acibar, tanto sanos y con linfoma (Tabla 2). Por
lo contrario, el indice digestivo (ID), la capacidad de digestion de los MA, no presentd
ninguna modificacion entre los grupos tratados o no con acibar e inmunosuprimidos o
no con el linfoma. (Grafica 4).

b) INMUNIDAD HUMORAL.

Prueba de hemaglutinacion. En la Tabla 3 se observan los reciprocos de las Gltimas
diluciones de aglutinacion que presentaron los grupos de ratones tratados con acibar
e inmunosuprimidos con linfoma murino, asi como sus grupos controles. Se puede
observar que no hay diferencia entre los ratones inmunosuprimidos
independientemente del tratamiento que recibieron, en cambio, en los grupos no
suprimidos si hay una diferencia significativa entre los tratados con acibar y no. La
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prueba estadistica que se utilizo fue el analisis de varianza de Kruskal-Wallis, con una
P < 0.05 (Grafica 5).

TABLA 3. RESPUESTA INMUNE HUMORAL* (RIH) DE RATONES BALB/c
INMUNOSUPRIMIDOS CON LINFOMA L5178Y TRATADOS CON ACIBAR
DE Aloe vera (| mg/kg/10dias)

1 16 64 8 8
2 32 128 8 8
3 32 64 8 8
4 32 128 8 8
§ 32 64 8 8
PROMEDIO 28,8 89,6 8 8

*LA RIH SE VALORO CON LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION AEC
Prueba Estadistica: Analisis de Varianza de Kruskal-Wallis.
Hubo Diferencia entre todos los grupos con P < 0.05.

OROZCO-BAROCIN/98




¢) INMUNIDAD CELULAR.

Prueba de hipersensibilidad retardada al DNFB. En la Tabla 4 se muestra la
valoracion de la prueba reveladora de la sensibilizacion a DNFB, por la medicion de la
inflamacion que presenté el pabelldn auricular en el que se aplicé dicha prueba. La
hipersensibilidad retardada fue positiva en los ratones de todos los grupos, estuvieran
inmunosuprimidos © no, con tratamiento de acbar o sin él. La intensidad de las
reacciones al DNFB, fue medida considerando el porcentaje de incremento (como el
indice entre el incremento obtenido del grosor de la oreja y su medida basal),
estableciendo una variable intensiva, que nos permite valorar el incremento del

pabelldn auricular eliminando las variables propias de cada individuo.

TABLA 4. RIC* DE RATONES BALBf/c INMUNOSUPRIMIDOS CON LINFOMA

L.5178Y y CICLOFOSFAMIDA TRATADOS CON ACIBAR DE Aloe vera
(I mg/Kg/10dias)

GRUPO TRATAMIENTO % DE INCREMENTO ERROR ST | INFILT. CELULAR |
A ) Senosfaguainyectable  j o 2905 | 32 R .o S
- 2 Sanos/Acibar 26,00 . 24% +HH
3 Linfoma/agua inyectable 14,67 2.66 +
a Linfima/Acibar 57,78 2096 | +HH
5 .. Ciclo/agua inyectable 182 1,82 —
R Ciclo/Acibar o 1,82 » 1,82 -

COMPARACION DE GRUPOS PORt DE STUDENT
NO SIGNIFICATIVOS: 1 vs 4, 2vs 4, 5 vs B.
SIGNIFICATIVOS: 1 vs 2,35 y6; 2 vs 35y6;, 3 vs 4 - 6 (P <0-05)

* LA RIC SE VALORO POR LA PRUEBA DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDAD AL DNFB
** LA CICLOFOSFAMIDA FUE ADMINISTRADA POR VIA IP, DOSIS UNICA DE 200 mg/g.

UHLZLCU-BARULCILf9Y

Cuando se compard el grupo 1 (sanos con vehiculo) contra los grupos 2, 3, 5y 6; el
arupo 2 (sanos con actbar) versus 3,5 y 6; y el grupo 3 (linfoma con vehiculo) contra

el 4, se observo una disminucion estadisticamente significativa (p < 0.05) del proceso
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inflamatorio: Esta disminucién fue mas notoria en los grupos 3, 5 y 6 (Gréfica 6). En
cambio, en los grupos 1, 2 (sanos con vehiculo y acibar) y 4 (linfoma con acibar) no
hubo diferencias significativas, al igual que los dos grupos tratados con ciclofosfamida.
Otro inmunosupresor de origen quimico que se utilizd en dosis Unica por via
intraperitoneal de 200 mg/Kg. En la grafica 6 se observa que el efecto supresor no fue
modificado por el acibar.

Por medio de la observacion de cortes
histopatoldgicos por microscopia de luz, se
confirmo la valoracion de las pruebas de
hipersensibilidad retardada a DNFB (Tabla
4). Para ello se dieron valores de 1 a 4
cruces, segun la cantidad de elementos
_ | ~swox Celulares que participan en la reaccion
inflamatoria del pabellon auricular de Ids ratones, en el que se aplicd la prueba
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reveladora de la sensibilidad a DNFB. La mayor inflamacién (4 cruces, fig.12) se
observd en los grupos 2 y 4. El grupo 1 tuvo una reaccion inflamatoria menor
equivalente a 3 cruces, el grupo 3 tuvo una supresion a la reaccién de inflamacién que
solo alcanzd una sola cruz); en cambio los Sigd IR 6

grupos 5 y 6 no tuvieron reaccion
inflamatoria (fig.11). Estos resultados se
correlacionaron con los obtenidos al medir +
la inflamacion del pabellén auricular de los | .-
ratones y las diferencias  fueron
estadisticamente  significativas (P < 0.05) | ¥
por la prueba de Kruskal — Wallis.

ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DEL ACIBAR DE Aloe
vera.

La cromatografia en capa fina del acibar de A. vera muestra una separacion de 6
bandas que se separan a lo largo de la capa de gel de silice con diferentes velocidades
relativas de desplazamiento (Rf) (fig. 13). Los R¢ de estos compuestos son los

siguientes: Ry = 0.7777, Rp =

FIG. 13. CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA DEL

ACIBAR DE Aloe vera 0.6666, R; = 0.6111, Ry = 0.5111,
" Rs = 0.4222 y Re = 0.3333. Por el
comportamiento de

desplazamiento que presentan

estos compuestos se observa que
van de mediana polaridad a no

polares. La banda que aparenta

T tener mayor concentracion es la

BABZCO-BARDC10/00

que su velocidad de
desplazamiento es el R , 0 tal vez sea necesario utilizar otro solvente de elucion para
separar mejor esta banda.
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DISCUSION

Aloe vera es una planta de origen africano, pero que ha formado parte de la flora
medicinal de Mexico desde el siglo XVI (Rodriguez-Chavez, 1.M., 1996); por sus
muitiples usos medicinales, en particular, en las afecciones del sistema inmune
(Granados-Sanchez, 1988; Peng, 1991; Vazquez, 1996; Syed,1996; Egger, 1996),
se ha considerado para su analisis bioldgico, con atencion en sus propiedades
inmunomoduladoras. La parte mas estudiada en otros paises es el gel obtenido de
la hoja (tejido parenquimatoso), en cambio, en México, los estudios etnobotanicos,
muestran que se recomienda mas el acibar (savia o jugo) (Granados-Sanchez,
1988; Rodriguez-Chavez, 1996; Linares, Bye, 1990; Haller, J. S., 1990; Roberts, D., B.,
1995); por esta razén, en este trabajo se realizd un perfil inmunoldgico de la

influencia que tiene el acibar en el sistema inmune en ratones BALB/c.

Considerando lo anterior, el objeto de este trabajo fue el de valorar el efecto del acibar
de A. vera, en la respuesta inmune administrado a dosis de mg/Kg de peso en
ratones BALB/c, (esta dosificacion esta dada en razon a la Dis, obtenida de 2.5 g/Kg
de peso). Fue necesario establecer modelos de inmunosupresidon. Se utilizé un
inmunosupresor quimico, la ciclofosfamida que es un quelante de los acidos nucléicos
(ADN y ARN), uniendoce a los nucleosomas; disminuye la fagocitosis, el nimero de
macrdfagos, la produccion de linfocinas y la actividad de los linfocitos asesinos
naturales NK (Sefl, 1996), ademas de que a la dosis que se wtilizd (200 mg/kg) inhibe
la reproduccion celular. Se aplicd en una dosis Unica, por via intraperitoneal, al inicio
del tratamiento con acibar. El otro supresor de la respuesta inmune fue un modelo
bioldgico, el finforna murino L5178Y, el cual alcanza el estado de inmunosupresion en
los ratones BALB/c a los 10 dias de desarroilo, segiin Daneri-Navarro. Nuestros
resultados, en la cinética de la supresion del linfoma, muestran que entre el 50 y 60 dia

de evolucidn inicia un estado de supresion  que termina por establecerse,
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notablemente, para el dia 7, cuando se inocula a los ratones con 1 X 107 células de
linforna. Daneri-Navarro y col., utilizan el liquido de ascitis del tumor y el suero de

raton con linfoma con 10 dias de desarrollo para inmunosuprimir a otros animales no
tratados con finfoma.

Los mecanismos de supresién que presenta el linforma L5178Y no son bien conocidos,
por lo tanto fue necesario realizar el estudio de la cinética de supresion. Para utilizar el
modelo bioldgico de inmunosupresion bien establecido, fa valoracion de la respuesta
inmune especifica e inespecifica, se dio a los 10 dias de desarrollado del tumor, ya que

en este tiempo el raton esta completamente suprimido (grafica 2).

lLos resultados obtenidos dé la evolucion de la respuesta inmune especifica, de los
ratones BALB/c inoculados con 1 X 107 células de linfoma, y 10 dias de desarrolio
turr30ral, nos muestran que ia supresion es general tanto para la respuesta humoral
(if abla 3), como para la respuesta celular (grafica 6).

Como ya se menciono arriba, los hospederos con tumor frecuentemente presentan
una depresion multifactorial de la respuesta inmune, la cual, frecuentemente es
atribuida a la existencia de factores supresores en los fluidos bioldgicos de los
pacientes con tumor o en el sobrenadante de los cultivos de células tumorales. La lista
de estos factores incluye citocinas derivadas del tumor o del hospedero tales como IL-
3, IL-4, GM-CSF, TGF-$, IFN- v y prostaglandinas (Weinberg, 1996, Daneri-Navarro,
1995).

En cambio, la respuesta inespecifica no se ve deprimida, ni la fagocitosis (gréafica 3), ni
la capacidad de ingestion y digestion de los MA (grafica 4). Probablemente por ser, el
linfoma de origen timico (Tapia y col, 1976) no afecte en forma directa a los
macréfagos alveolares, o por su situacion anatomica, dentro de los alvéolos

pulmonares que les permitid no tener contacto directo con el finfoma.
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Cuando se administro 1 mg/Kg de peso/dia del liofilizado de acibar de A. vera durante
10 dias por via orogastrica diluido en 0.1 ml de agua estéril inyectable, la respuesta
inmune especifica (humora! y celular) (gréficas 5,6 y tablas 3 y 4) y la inespecifica
(fagocitosis) (grafica 3) se ven estimuladas en los ratones sanos, aunque la capacidad
ingestiva y digestiva no es alterada (grafica 4). Esta modificacion tal vez se deba a la
accion de sustancias iguales o parecidas al acemannan que actuando sobre los
macrofagos estos estimulen la respuesta inmune en su fase aferente en el
reconocimiento y presentacion del antigeno. Como lo reporta Stuart, los macrofagos
peritoneales (MP) de ratdn C57BL/6, en cultivo, presentan una actividad elevada del
metabolismo respiratorio, la fagocitosis y la capacidad digestiva contra Candida
albicans cuando la albimina bovina manosilada se une a los receptores a manosa de
los MP. En otra investigacion, Stuart y col., prueban la accion del acemannan, un
polisacarido obtenido del gel de las hojas de A vera, y observa el mismo
comportamiento de los MP que con la albimina manosilada (Stuart, 1997). Karaca y
Zhang, coinciden en que los macréfagos son células pluripotentes capaces de ser
estimuladas por sus receptores de membrana a manosas mediante la  unidn del
acemannan. Karaca y col., determinaron que el acemannan estimula la produccion de
oxido nitrico (ON) en macrofagos de pollo, fa estimulacion fue dosis dependiente, y
que puede ser mediada a través de los receptores de manosa de los macrofaqgos,
tambien concluyen que los efectos inmunomoduladores clel acemannan, en los pollos,
sean por la estimulacidn de los macrdfagos (Karaca, 1995). De igual forma, Zhang
establece que los efectos de aceleracion de la curacion de heridas, inmunoestimulador,
anticancerigeno y antiviral que presenta el acemannan debe de ser por una via de
células efectoras pluripotentes como los macrofagos. El establecid que en cultivo fa
linea celular RAW 264.7 de macaréfagos murinos, fue capaz de producir citocinas,
liberar ON, expresar moléculas de superficie y cambios morfologicos celulares, cuando
se les estimuld con acemannan, estableciendo que la produccion de IL-6 y el TNF «
fue dosis dependiente y que los cambios morfoldgicos, la produccion de ON y la
expresion de receptores de superficie  fueron aumentados en respuesta a la

estimulacion por una mezcla de acemannan e 1FN y. Concluyen con estos resultados
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que, al menos en parte, el acemannan actU/a a través de la activacion de los
macréfagos (Zhang, 1996; Karaca, 1995).

Tal vez el acibar contiene dicho polisacarido y es capaz de viajar por el torrente
sanguineo y actuar en los receptores a manosa de los MA, estimulandolos a fagocitar
(in vivo), pero no a digerir ni aumentar su avidez por las levaduras. Esta ausencia de
digestion, probablemente sea por falta de mas estimulo por parte del acemannan, ya
que Stuart determina que los MP en cultivo (7 vitro) aumentan su porcentaje de
digestion cuanto mas tiempo tienen en contacto con el acemannan (Stuart, 1997). Es

necesario realizar otras investigaciones para poder demostrar cualquiera de estas
suposiciones.

Sin embargo, los grupos de ratones inmunosuprimidos con 1 X 107 células de linfoma
murino L5178Y con 10 dias de evolucion, tratados con la misma cantidad de! liofilizado
de acibar, mostraron una franca recuperacién de la respuesta inmune celular (gréfica
6) vy en el porcentaje de fagocitosis (nimero de células que fagocitaron) (gréfica 3),
pero la respuesta inmune humoral no presenta recuperacion alguna (gréfica 5) al igual
que los indices de fagocitosis (IF) y digestion (ID) que no se vieron alterados (grafica
4). Sell, establece que en fa inmunidad contra tumores, las células responsables de la
hipersensibilidad retardada (Tony), especificamente reconocen antigenos en tejidos v
son activados para liberar mediadores que atraen y activan a los macrofagos. Los
macréfagos activados son capaces de fagocitar y destruir las células tumorales. En
algunos modelos animales este mecanismo es altamente efectivo en la destruccion de
tumores in vivo, pero este mecanismo no puede ser reproducido i1 vitro (Sell, 1996).
Por otro lado, los macrdfagos también pueden ser activados por una variedad de
agentes, incluyendo micobacterias (BCG) y polinucledtidos. £l mecanismo de este tipo
de destruccion tumoral, envuelve la actividad fagocitica de los macrofagos, a traves de
la formacion de radicales libres de O, y la activacion de enzimas proteoliticas. (Sell,

1996). Tal vez a este fendomeno de activacion de linfocitos Tow, por el DNFB y la de
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macrofagos por agentes inespecificos, aunado, en forma sinérgica, por el acibar, la RIC
se observe restablecida.

Por otro lado, la inmunosupresion obtenida por la aplicacion de la ciclofosfamida, no
fue modificada por la aplicacion del acibar, ya que el efecto supresor de esta sustancia
se da por su afinidad a los acidos nucleicos (ADN y ARN) impidiendo su replicacion, por

lo que las células afectadas no pueden responder a ninglin tipo de estimulo(Sell,
1996).

Se observa que las investigaciones actuales evocan la participacion de los macrofagos
como posibles blancos de accion de las sustancias inmunoestimuladoras de A vera ,
por su efecto relacionado con la unidn a receptores de manosa (Stuart, 1997). Ademas
la variedad de fendmenos curativos que presentan, (inmunoestimulador, bactericida,
fungicida, antiviral y antitumor) tanto el gel como el acibar, de Aloe vera solo se
explican desde la activacion de células reguladoras de una serie de eventos celulares
que estimulan el sistema de defensa como lo es el macréfago. Queda por dilucidar los
efectos del acibar de Aloe vera sobre la fisiologia del macrofago y su interaccion con el
proceso inmunoldgico, ademas de investigar si también estimula a otro tipo de células

presentadoras de antigenos como los linfocitos B, las células de Langerhans, en la piel
o la microglia en el sistema nervioso central.

Por otra parte, en el analisis cromatografico en placa fina se observan compuestos con
mediana o poca polaridad, eétos pudieran ser como los encontrados, por Yamaguchi y
Zonta, en el gel de Aloe vera como los acidos grasos, que se encuentran en gran
cantidad (Yamaguchi, 1993) y que intervienen en la comunicacion inter e intracelular,
como segundos mensajeros (Alberts, 1994; Devlin, 1997), asi como el acido linoléico,
que ha sido caracterizado como un inmunomodulador (Pisha, en Wagner, 1994).
Vazquez y col. encontraron sustancias como esteroides (saponinas), antraquinonas y

triterpenos, en el gel de Aloe vera, con actividad antiinflamatoria (Vazquez, 1996),
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estos compuestos, obtenidos de otras plantas, han sido probados como
imunoestimuladores (Wagner, en Arnason, 1995).

Con la observacion de estos fendmenos se puede decir que, el aclbar de A. vera, actua
estimulando la respuesta inmune en ratones sanos e inmunosuprimidos, y que

ademas de modularla, rescatandola de un estado de inmunosupresidn, también la
estimula en estado normal.

Falta comprobar que el acibar pueda contener los mismos compuestos que el gel y
probar los efectos inmunobioldgicos de las fracciones obtenidas
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CONCLUSIONES

Ul

La DLsp obtenida para el acibar fue de 2.5 g/Kg, la dosis terapéutica fue mil veces
menor de la dosis de 1 g/Kg que no provoco ningun daio a los ratones, por lo que

el acibar de Aloe vera se dosifico de 1 mg/Kg por via orogastrica por 10 dias.

El Linfoma murino L5178Y induce inmunosupresion en los ratones BALB/c,
inoculados con 1 X107 células por via intraperitoneal, en la respuesta inmune
celular in vivo al 5° dia, y se establece en forma franca a partir del dia 7°. A los 10
dias de evolucion del tumor se observa, también, la supresion de la respuesta
inmune humoral, pero la respuesta inmune inespecifica no se ve alterada, ni la

fagocitosis ni los indices ingestivo y digestivo de los macrofagos alveolares.

El acibar liofilizado de Aloe vera, dosificado en 1 mg/Kg/dia, durante 10 dias por via
orogastrica, en ratones BALB/c sanos tiene efecto inmunoestimulador en la

respuesta inmune especifica e inespecifica.

El acibar de A. vera a dosis de 1 mg/Kg durante 10 dias, rescata a ratones
BALB/C de la supresion producida por el linfoma L5178Y a la respuesta inmune
celular y a la fagocitosis, pero no hace lo mismo con la respuesta inmune

humoral y los indices de ingestion y digestion de los MA.

La inmunosupresion con ciclofosfamida a dosis tnica de (200 mg/Kg) por via ip

no es modulada por el acibar de A. vera.

La cromatografia en capa fina revela una mezcla de compuesto que, debido al

solvente que se utilizo, presentan caracteristicas medianamente polares.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

1.

Poblacion experimental pequeia (n). Se realizaron los experimentos con
grupos pequeiios con una n de 5 individuos debido a que los ratones son
organismas singénicos (genéticamente iguales) y se mantuvieron con variables
ambientales controladas, iguales para todos. Seria conveniente aumentar la n para
tener una mejor valoracion estadistica,

Prueba de hemaglutinacion. Es una técnica con baja sensibilidad para medir
ta produccion de anticuerpos, pero de facil manejo, econdmica y confiable en sus
resultados, ademas se sigue utilizando con frecuencias para medir la respuesta
inmune humoral (Ivanovska, 1996; Agarwal, 1994). Por otro lado, en ensayos
previos en nuestro laboratorio vimos una correlacion de resultados entre fa prueba
de hemaglutinacion y la técnica de células formadoras de placas, resultados que no

se publicaron en este trabajo por no haber concluido todos los grupos
experimentales con esta técnica.

Cultivo de transformacion blastoide. En nuestro trabajo no contemplamos
trabajar con técnicas Jin vitro, es por eso que no lo realizamos, ya que primero
desedbamos demostrar el efecto del acibar en los organismos vivos, pero dentro
de nuestras expectativas a futuro, es realizar dichos estudios con el objeto de ver

su efecto mitogénico y su interaccion molecular con las células en cultivo.

Estudios cromatograficos. Como se menciono en el texto, los compuestos del
acibar no se conoce, por lo que nosotros hicimos un estudio muy incipiente sobre la
caracterizacion quimica de él, falta realizar estudios cualitativos que nos permita
conocer los compuestos que lo forman y separarlos para probar biclogicamente su

accion de cada uno, con procedimientos cromatograficos mas especificos.
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