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RESUMEN

El propésito del presente estudio fue evaluar si la pérdida del pelaje y variacion de enzimas hepaticas, aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT), producidas en ratones albinos por administracién via oral de
tetracloruro de carbono y dimetilsulféxido (DMSO) (1:1), dosis 2 mL/Kg, son procesos reversibles cuando se administra gel
de sabila modificado (GSM) por via oral a dosis diaria de 8 mL/Kg de peso. Segtn los andlisis realizados a los 13, 18 y 33 dias
de iniciado el tratamiento con GSM, se evidencia disminucion progresiva y significativa de AST y ALT, sin variaciones en las
proteinas y fosfatasas; en cambio, el nivel de triglicéridos experimenta disminucion significativa durante la primera semana
respecto a los roedores que recibieron la mezcla CCl,+DMSO (grupo A), ejemplares que ademas recuperaron el pelaje en
el pecho y hocico a los 33 dias de iniciado el experimento. Los ratones de los grupos control, GSM, DMSO-+alimento y
alimento+agua, no presentan variacion significativa en los indicadores estudiados.

Palabras clave: Hepatotoxicidad, CCl,, DMSO, alopecia, A/oe vera.

SUMMARY

The purpose of this study was to assess whether the loss of fur and changes in liver enzymes, aspartate aminotransferase
(AST) and alanine aminotransferase (ALT), produced in albino mice by oral administration of carbon tetrachloride and dimethyl
sulfoxide (DMSO) (1:1), 2 mL/kg dose, are reversible processes when administered modified aloe gel (GSM) orally daily dose
of 8 mL/kg of weight. Tests carried out at 13, 18 and 33 days from starting treatment with GSM, was evidenced significant and
progressive decrease in AST and ALT without significant variations in proteins and phosphatases; whereas triglyceride level
by the effect of GSM (group B), experienced significant decrease during the first week compared to mice given CCl,+DMSO
mixture (group A), specimens that also recovered the fur on its chest and muzzle at 33 days of starting the experiment. The
mice in the groups: control, GSM, DMSO-+feed and water+feed, did not present significant variation in the studied indicators.

Keywords: Hepatotoxicity, CCl,, DMSO, alopecia, A/oe vera.

INTRODUCCION los mecanismos de accion de los efectos hepatotoxicos
. . como: degeneracion grasa, fibrosis, cirrosis, tumores
esde tiempos remotos, Aloe vera (sabila) . L. .
- . y carcinomas hepaticos. El metabolismo del CCl, es
se utiliza en todas las latitudes para el 7 - : 4
iniciado por enzimas citocromo P-450, para formar

tratamiento de diversas enfermedades de ) ) . :
organosysistemasdel serhumano, debidoasu contenido el radical triclorometilo (*CCl,) que reacciona con

en vitaminas, enzimas, minerales, polisaciridos, ©Xigeno formando el radical triclorometilperoxil
antraquinonas, carbohidratos, hormonas, aminoacidos, (*CCLOO); este compuesto genera fosgeno vy
flavonoides, esteroides, lignina y dacido salicilico, reacciona con la molécula antioxidante glutatién o
atribuyéndose a los polisacaridos actividades bioldgicas cisteina, especies altamente reactivas. La desmedida
como: cicatrizante, antimicdtica, hipoglicemiante, produccion de estos y otros radicales libres, causan
antiinflamatoria, anticdncerosa, immunomoduladoray peroxidaciéon lipidica de la membrana celular y
gastroprotectoras(® . activacion de factores de transcripcién que regulan
El uso de tetracloruro de carbono (CCl,) enanimalesde los genes del TNF« (citoquina pro inflamatoria cuya
experimentacion es un modelo adecuado para elucidar  sobreexpresién favorece la apoptosis y activacion
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de las células estelares) y de otros involucrados en la
regeneracion tisular, lo cual se comprobé observando
modificaciones morfoldgicas de las células hepaticas
y formaciones tumorales ® . En este sentido, los
polisacaridos y flavonoides de A/oe barbadensis Miller,
y los polisacaridos y compuestos fenolicos del gel de
Aloe arborescens Miller han demostrado potencial
antioxidante 77z vitro *:°).

El CCl, se administra a ratas Wistar y ratones albinos
(BALB/c) y cepa C57BL/6, en la mayoria de los casos
combinado con aceite de oliva, aceite de maiz o
parafina liquida, via intraperitoneal u oral (dosis 0,4
a 2 mL/Kg.); también se aplica por via subcutdnea o
por inhalacién. Este modelo origina el incremento de
las enzimas hepdticas alanina aminotransferasa (ALT),
marcador especifico de dafio al hepatocito, aspartato
aminotransferasa (AST), lactato deshidrogenasa
(LDH), fosfatasa alcalina (ALP), proteinas totales (TP),
triglicéridos (TG) y malondialdehido (MDA), mientras
disminuye la actividad de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién
reductasa (GR) y glutation peroxidasa (GPX) ©).

Aloe vera L. tiene accion moduladora en los
perfiles de las enzimas asociadas con el metabolismo
carcindégeno en diversos organos de ratones. En el
higado, se presenta incremento significativo en los
niveles de acido sulfhidrico soluble (-SH), NADPH-
citocromo P450 reductasa, NADH-citocromo bsg
reductasa, glutation S-transferasa (GST), DT-diaforasa
(DTD), SOD, CAT, GPXy GR. De esta manera, A/oe vera
es un claro inductor del sistema enzimatico fase II .

La microscopia electronica evidencio que la
pulpa esta constituida por células claras y grandes, en
cuyas paredes y membranas hay numero limitado de
organelas degeneradas distribuidas a lo largo.

Por centrifugacion secuencial se obtienen tres
componentes: hojas claras delgadas, microparticulas y
liquido viscoso, que concuerdan con la pared celular,
organelas celulares degeneradas y liquido viscoso del
gel; estostres componentes, representan 16,2 - 83,1% del
extractosecodel gel queselocalizaen la parte central de
la hoja. La composicion de hidratos de carbono de cada
componente fue distinta: el gel contenia mannano;
las microparticulas, galactosa rica en polisacaridos; y
las paredes celulares, un nivel inusualmente elevado
de 4cido galacturénico (34% w/w). Por tanto, los
diferentes componentes estructurales de la pulpa se
asocian con diferentes polisacdridos, en consecuencia,
tienen diferente funcionalidad ®.

Por hidrdlisis acida de los polisacaridos de A/oe
vera L., se obtuvo mayor cantidad de manosa, glucosa,
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galactosa y trazas de arabinosa, xilosa y ramnosa. En
Aloe arborescens Miller, se detectdé mayor cantidad
de glucosa, también galactosa, arabinosa y trazas de
xilosa ©.

Para neutralizar la injuria hepatica en roedores
por CCl,, in vitro y in vivo, se han utilizado diversos
componentes y extractos de diferentes aloes, por
ejemplo, polvo de Aloe vera disuelto en acetato de

etilo 19, extracto acuoso de las partes aéreas de Aloe
barbadensis Mill 0.

El extracto de A/oe vera L. Burm. F., administrado a
conejos—dosisparaadulto5oomg/70 Kgdepeso,ajustada
al peso del animal-, disminuye los niveles de ALT, ASTy
bilirrubina directa, lo que sugiere que la planta protege
del estrés oxidativo e inhibe la acumulacion de radicales
libres mediante los fitoconstituyentes bioldgicamente
activos como flavonoides y alcaloides (2,

Los glicdsidos totales de A/oe vera var. Chinensis,
administrados porviai.p. enratasyratones, disminuyen
los niveles de GPT elevados por CCl,, tioacetamida y
D-amino-lactosa; también son utiles en 86% pacientes
con hepatitis crénica 3.

Filatov, investigando sustancias bioestimulantes
para el tratamiento de cataratas, guardé hojas enteras
de Aloe vera L. a 4°C durante dos semanas y en éstas se
sintetizaron sustancias que incrementan la adaptacion
de las hojas a las condiciones adversas y retardan
su muerte ¥, Con este antecedente, en lugar de
refrigerar las hojas, se refrigeré durante tres semanas
el gel licuado sin aloina, y este gel de sabila modificado
(GSM) produjo mayor motilidad en el ileo de rata
aislado respecto al gel fresco .

El objetivo del presente estudio es comprobar
si el GSM presenta efecto hepatoprotector y revierte
la alopecia inducida en ratones albinos hembra
intoxicadas con CCl, mezclado en DMSO.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos quimicos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico.

Preparacion del gel de sabila modificado (GSM)

450 g de trozos de hojas de Aloe vera Linneo,
se maceraron en 6oo mL de agua destilada, después
de dos horas se renovo el agua y se macer6 por una
hora mas. Enseguida, sobre una superficie adecuada,
se cortaron los bordes espinosos y se separo la parte
plana, de manera que la parte convexa conserve la
mayor cantidad de gel, el cual, luego es separado con
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espatula y llevado al vaso de una licuadora. El gel
espeso y espumoso obtenido, se vierte en pequenos
recipientes de vidrio de 100 a 120 mL con tapa, sin
llenarlos —para evitar se rompan por la dilatacion del
gel-y se congelan a O°C durante dos semanas. Iniciado
el experimento, cada dos dias se descongela un frascoy
se separa, en recipiente pequefo con tapa, la cantidad
aproximada a utilizar guardando el recipiente original
en la parte inferior de la refrigeradora. Se repitid esta
secuencia hasta concluir el experimento.

Durante la maceracién de los trozos de Aloe
vera en agua, se disuelven los carbohidratos solubles
-principalmente glucosa-, acidos organicos y aloina
(6 Este ultimo compuesto es el acibar amarillento
que fluye de los tubulos periciclicos de la hoja de la
planta, cuyo principal componente es la aloe emodina,
la cual, administrada a la concentracion de so mg/Kg,
demostro tener algiin efecto hepatoprotector, asi como
en la respuesta inflamatoria posterior a la peroxidaciéon
lipidica en ratas intoxicadas con CCl, *”. Sin embargo,
cuando se administra, a ratas albinas, el extracto
liofilizado de las hojas de Aloe barbadensis (que
incluye todos los nutrientes bioldégicamente activos,
ademas aloina A, aloe emodina y otros derivados
antraquindnicos) en agua de bebida al 2-3%, durante
104 semanas -sin periodo de descanso-, se desarrollan
neoplasias en diferentes 6rganos y sistemas (9.

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones albinos hembra, cepa NIH,
de 20-25 g, del Instituto Nacional de Salud, aclimatados
por siete dias, con libre acceso a alimento y agua, bajo
condicionesestablecidasde temperatura (23°C) y humedad
(60-70%), se les agrup6 en cuatro grupos de cinco cada
uno, suminstrandoles tratamiento oral por 32 dias.

Grupo A: Recibieron, porvia oral, II gotas de la mezcla
CCl,+DMSO (11) equivalente a CCl,, 2 mL/Kg de peso
durante tres dias; luego, por 29 dias, IV gotas de GSM
equivalente a 8 mL/Kg de peso.

Grupo B: GSM 8 mL/Kg durante 32 dias.

Grupo C: DMSO 2 mL/Kg de peso por 32 dias.

Grupo D: Control, acceso libreaalimentoyagua por 32 dias.

Preparacion de las muestras biologicas

Se anestesiaron los ratones y por puncion cardiaca se
les extrajo sangre, la cual se dejé en reposo para retraccion
del codgulo y se centrifugd para obtener el suero para las
determinaciones de alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina
(ALP), proteinas totales y triglicéridos.
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RESULTADOS

Observacion ma'croscopica

Grupo A. Al inicio del experimento, por accién del CCl,,
presentaron pérdida de pelo a nivel del hocico, cuello y
parte del pecho. Conforme transcurren las semanas, por
efectodel GSM, es notorioel crecimientode peloen dichas
zonasy, conformeseibansacrificandolosroedores, mejora
el aspecto —color y tamafio- de las visceras (pulmones,
higado, intestino, bazo), en especial el higado, el cual
inicialmente estuvo fragmentado en lobulos de color
rojo oscuro, mientras que en los dltimos sacrificios, luce
integro y de color rojo vinoso. Asimismo, los ejemplares
sacrificados antes de las dos semanas, a nivel medio de la
linea interlobular del higado, presentaron una pequeiia
vesicula oleosa amarillenta la cual desaparece al finalizar
la tercera semana de tratamiento.

Grupo B. Algunos ejemplares presentaron
acumulacién de grasa debajo de la piel. El grupo se
caracterizo por el rdpido metabolismo de alimentos y
liquidos, presentando el intestino casi vacio, excesiva
diuresis, incremento de peso y visceras con aspecto de
estar siempre bien irrigadas.

Grupos C y D. Internamente las visceras lucian
normales y mantuvieron el incremento de peso con la
edad.

DISCUSION

La administracion de CCl,, en ratones, origina
necrosis centrilobular con degeneracion de hepatocitos
y una sobreproduccién del factor de crecimiento del
hepatocito (HGF), el cual lo protege del téxico; sin
embargo, la isoforma transgénica NK2 neutraliza i
vitro el HGF endogeno en términos de promover la
injuria hepatica generada por el xenobiotico. Esto se
comprueba administrando CCl, a ratones transgénicos
HGF y NKz, y al grupo control WT, observandose
incremento de ALT dos a tres veces en el grupo NK2,
respecto al grupo WT, y disminuciéon dramatica de
dicha enzima en el grupo HGF, respecto al grupo
WT (9 lo que sugiere que cuando se administra
GSM vy disminuye el nivel de ALT, las expresiones
RNA del grupo de ratones intoxicados con la mezcla
CCL+DMSO se desplazan hacia expresiones RNA
andlogas que favorecen la sobreproduccion de HGF.

Después de haber recibido la tercera dosis
de la mezcla CCl+DMSO, los roedores del grupo
A presentaron aspecto y pelaje muy deteriorado.
Transcurridos cinco dias del experimento, los ratones
del grupo A —que habian recibido GSM por dos dias-,
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Tabla 1. Variaciones de algunos indicadores bioquimicos en ratones hembra por efecto de CCl4 disuelto en
DMSO (1:1) y su tratamiento con ingesta de GSM comparados con grupo control.

CCl,+DMSO 5 24,0 208 235

A (1:1) 13 *26,6 193,5 207
2mL/Kg 32 *35,25 93 122

13 31,1 55 73

B 3 glslyl(g 18 *33,0 60,5 54
32 *34,0 46,5 47

5 27,2 67 78

C DMSO 18 31,6 56 66
2 ml/Kg 28 *33,0 45 49

32 35,0 48 53

5 35,4 50 69

D CONTROL 18 *35,5 48 52
32 *39,0 67 98
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productoras de dicho
factor 29,

Se evidencia

la participacién de
72 310 148 los componentes
6,95 283 88 ;- p
.25 27 e quimicos presentes
' ’ en GSM, observando
7,6 225 67 ..

crecimiento de pelo
73 106 5 Irededor del cuello
7,5 162 106 alrededor de
65 216 198 y pecho en ratones
6.8 196 132 hembra (fig. 1, 2,3) a
70 155 104 los cuales se indujo
7.3 155 79 alopecia c®on la mezcla
6,9 235 85 CCl,+DMSO.
s 155 142 El pelo es un
7,8 186 55

segun la tabla 1, presentan incremento de AST en 2,5
veces y ALT en mas de 2 veces, respecto al promedio de
dichos indicadores en los tres grupos control B, Cy D;
en cambio, los niveles de triglicéridos se incrementan
en el grupo A y en el grupo con DMSO (grupo C),
respecto al grupo control D. Los indicadores proteinas
y fosfatasas no presentan variaciones significativas en
los tres grupos control, pero de manera relativa, estan
ligeramente elevados en el grupo A.

Durante el transcurso del tratamiento para el
grupo A (3 dias con la mezcla CCL,+DMSO vy 10 dias
con GSM), la cinética en la disminucién de los niveles
de AST y ALT es pequeiia, pero la recuperacion de
movilidad y pelo en los roedores es ostensible, tal
como se muestra en la figura 2.

Al finalizar el experimento, el grupo A por efecto
del GSM -durante 29 dias- disminuye los niveles de
AST y ALT en casi el doble que el promedio de los
equivalentes de los tres grupos control, lo cual sugiere
secuelas hepaticas de lenta remision. Sin embargo,
respecto a los niveles iniciales -3 dias de tratamiento
con GSM- los niveles de dichas enzimas se han
reducido en 50%. Por otro lado, conforme transcurre
el experimento los ratones del grupo A tratados con
GSM, presentan incremento del nivel de proteinas y
disminucion de fosfatasas, ademdas de mejoria de la
funcién hepatica, por lo que se propone que el GSM
intervieneenalgunasrutas metabdlicasque promueven
el desarrollo del foliculo piloso y crecimiento de pelo
en los roedores de este grupo. Al parecer, el GSM
restablece la produccion de células productoras del
factor de crecimiento epitelial, teniendo en cuenta
un estudio con ratones mutantes carentes de células
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ejemplo notable de
diferenciaciéon celular
especializada y el ratén es un excelente modelo para
investigar la biologia del crecimiento y estructura
del pelo. Se ha demostrado en ratones transgénicos
disminucion sustancial en la proteina alta en azufre
y la proteina alta en los grupos del glicina/tirosina,
constituyentes de la matriz de queratina delg pelo ?9.

Entre los componentes del gel de sabila se hallan
los aminoacidos esenciales metionina, histidina,
arginina, triptofano, lisina, valina, leucina e isoleucina.
El aminoacido sulfurado metionina es el componente
indispensable para la sintesis de queratina, proteina
principal del filamento piloso. A este aminoacido, que
ingresa al organismo con los alimentos, se le considera
“aminoacido de partida” en la sintesis de proteinas a
nivel de los ribosomas. Asimismo, L-metionina es
donante fundamental de azufre, aporta el grupo -
SH indispensable para la produccién de queratina,
glutation, carnitina, fosfolipidos y otras sustancias
importantes. La metionina es la fuente de azufre en la
biosintesis de cisteina (precursor del glutation), la cual
también participa en la elaboracion de queratina 2.

La L-Arginina es substrato para las enzimas
denominadas NO-sintasas, cuyo trabajo conduce a la
formacion de dxido de nitrégeno (NO), el cual es un
poderoso vasodilatador que regula el ingreso de sangre
y nutrientes en 6rganos y tejidos del organismo, entre
ellos, los foliculos pilosos. La arginina es indispensable
para la sintesis de hormonas (como la del crecimiento)
y procesos del intercambio nitrogenado #®. El factor
de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1) es
sintetizado principalmente en el higado (pero también
en la glandula mamaria y otros tejidos) y desempeiia
diversos roles importantes en la proliferacion,
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Figura 1. Vista de dos ejemplares del grupo A tratados
con GSM durante tres dias (pesos 25,6 y 27,6 g), antes
de ser sacrificados.

J

diferenciacién y funciones de la célula, por
consiguiente contribuye al mantenimiento
e integridad de los tejidos. Se sabe que la
hormona de crecimiento (GH) aumenta
los niveles de IGF-1 en suero estimulando
la produccion hepatica, pero no se conoce
con certeza el mecanismo por el cual
la produccion local de IGF-1 en tejidos
individuales esta regulada. La estimulacion
de neuronas sensoriales por capsaicina
(componente irritante de ajies y pimientos)
incrementa los niveles de IGF-1 y del IGF-

Figura 2. Recuperacion del pelo en ratones hembra por efecto de GSM, previamente
intoxicados con CCl,. A) Con 15 dias de tratamiento B) Tratamiento por 24 dias.

=g

.
Figura 3. Los mismos roedores mostrando recuperaciéon animica y de pelaje por
tratamiento con GSM durante 29 dias (pesos 37,0 y 33,5 g.) A) Vista de ambos
ejemplares. B) Vista del pecho y vientre de uno de ellos.

1-RNA en diversos drganos via incremento
de calcitonina péptido relacionada con el gen (CGRP)
en ratones. El fitoestrogeno isoflavona aumenta la
produccion de CGRP aumentando su transcripciéon en
neuronas sensoriales. La administracion de capsaicina
e isoflavona aumenta produccion de IGF-I en foliculos
pilosos, por consiguiente favorece el crecimiento
de pelo en ratones y en voluntarios con alopecia ?4.
Es decir, el GSM, al normalizar la funcion hepatica,
favorece la produccién de IGF-1 regenerando el pelo en
los roedores tratados con la mezcla CCl,+DMSO.

El gel también contiene vitaminas y minerales
que favorecen el crecimiento del pelo, por ejemplo,
la vitamina C (4cido ascérbico), un poderoso
antioxidante que desempafa un rol importante en
la regulacién de los proVcesos oxido-reductores,
participa en la sintesis de colageno -y procolageno-,
metabolismo del acido folico y hierro, sintesis de
hormonas esteroides y catecolaminas. En presencia
de cantidad adecuada de 4cido ascérbico, se
incrementa significativamente la estabilidad de las
vitaminas Bi, B2, A, E, dcidos pantoténico y fdlico,
también necesarios para el normal funcionamiento
del foliculo piloso y crecimiento del pelo ?.
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Entre los ingredientes minerales, el gel contiene
zing, selenio, magnesio y cobre (también calcio, potasio
y cromo) que forman parte del centro activo de enzimas
antioxidantes. El Cu forma parte del centro activo de
muchas enzimas y también participa en los procesos de
crecimiento y desarrollo de la célula y tejidos. Junto con
el acido ascorbico el Cu apoya el estado activo del sistema
inmunoldgico y sostiene la estructura de la enzima SOD;
ademas la elasticidad de la piel se mantiene con ayuda de
colageno en cuya composicion participa el cobre. El Zn es
importante para el ciclo vital del pelo, desempeiia efecto
antiandrogeno, estimulando el crecimiento del pelo.

Por los resultados obtenidos es evidente que
el GSM contiene la mayoria de los componentes
quimicos de Aloe vera L., entre ellos, polisacaridos,
aminodcidos esenciales, enzimas antioxidantes y
minerales complexados a moléculas organicas.

CONCLUSIONES

El gel de sdbila modificado (GSM) tiene efecto
hepatoprotector en ratones hembra intoxicados con
CCl, disuelto en DMSO, a juzgar por la disminucion de
los niveles de las transaminasas (ALT y AST).
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El GSM presenta efecto hipolipemiante, ya que

disminuye los triglicéridos.

La alopecia generada por la mezcla CCl, + DMSO

es reversible con un mes de tratamiento con GSM.
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