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RESUMEN

Debido a que en México se tiene un alto indice de patologias derivadas del
desbalance redox y a los elevados costos de sus tratamientos, es necesaria la
busqueda de sustancias naturales y de bajo costo que contrarresten el estrés
oxidante y que prevengan o atenuen la magnitud de las patologias asociadas a
esta condicion.

Dentro de la medicina tradicional se han utilizado productos naturales para el
tratamiento y profilaxis de diversas afecciones. Uno de estos productos es el Aloe
vera, el cual presenta actividad antiinflamatoria, hipoglucémica y antioxidante,
entre otras. Sin embargo, aun no se ha caracterizado su actividad antioxidante
especifica sobre las especies reactivas (ER) oxigeno singulete, acido hipocloroso
y anién peroxinitrito.

En este trabajo se determiné la capacidad de neutralizacién o inactivacion asi
como la concentracion inhibitoria 50 (Clsg) del Aloe vera sobre las ER anion
superoxido, oxigeno singulete, radical difenil-1-picrilhidrazilo, radical hidroxilo,
acido hipocloroso y anién peroxinitrito, ademas del atrapamiento de radicales

peroxilo mediante ensayos en los que se agregaron o generaron dichas ER.

Las Clsp (ug/mL) resultantes fueron las siguientes: oxigeno singulete: 17.17+1.15,
anion superéxido 163.03+2.57 y radical difenil-1-picril hidrazilo: 2897.32+201.16.
Se obtuvo una equivalencia de 1.17+0.12 mg de Trolox/mg de gel de Aloe vera
(peso seco) sobre la capacidad de inactivar al radical peroxilo. Para las ER radical
hidroxilo, acido hipocloroso y anién peroxinitrito, no se alcanzé un minimo de 50%

de atrapamiento, por lo que no fue posible calcular sus Clsp.

Se concluye que el gel de Aloe vera es un antioxidante que puede neutralizar o
inactivar ER, por lo que puede ser utilizado como auxiliar en la profilaxis o en el

tratamiento de enfermedades que resultan del estrés oxidante.
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INTRODUCCION

1.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas mas reactivas que el
oxigeno que se generan en los organismos aerobios como producto del
metabolismo celular y desempefian un papel fisiolégico importante en la
sefalizacion celular (Fialkow et al.,, 2007) aunque su sobreproduccion puede
causar dafio a diversas biomoléculas (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri,
2006).

La generacion de ERO se puede llevar a cabo de manera enzimatica y no
enzimatica; entre las enzimas que participan en la producciéon de ERO se
encuentran la NADPH oxidasa, la mieloperoxidasa, la forma inducible de la sintasa
del 6xido nitrico (iNOS), las oxigenasas dependientes de citocromo P-450 y la
xantina oxidasa (XO) (de Vries et al., 2008). La generacion no enzimatica de ERO
ocurre principalmente en la mitocondria, particularmente en los complejos | y 11l de

la cadena de transporte de electrones (Turrens, 2003).

Las ERO incluyen radicales libres (como el anién superdxido) y no radicales libres
(como el peroxido de hidrogeno). La alta reactividad de las ERO se debe a que
son moléculas incompletamente reducidas o a que tienen una distribucién
electronica diferente a la del oxigeno en su estado basal.
Un radical libre puede definirse como cualquier especie quimica capaz de existir
independientemente y que posea uno o mas electrones desapareados (que
ocupen un orbital molecular o atbmico por si mismos). Esto provoca que sean
altamente reactivos ademas de ser ligeramente atraidos a un campo magnético.
Los radicales libres pueden formarse por la pérdida de un electron (e’) de una
especie no radical: X—e + X7
O por la ganancia de un e” de una especie no radical (Halliwell y Gutteridge, 2007):
X+e - X"
La adicion secuencial de e al oxigeno molecular (dioxigeno) origina ERO
(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006); la adicion de un e al dioxigeno

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL GEL DE ALOE VERA
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(reduccién univalente) produce al anion superoxido (O27), el cual puede reaccionar
con el oxido nitrico (NO) para formar el compuesto toxico anion peroxinitrito
(ONOOQO") (Pacher et al., 2007), o puede convertirse de manera espontanea a
peréxido de hidrogeno (H.O;) por la adicion de un segundo e” y de dos protones
(H") (Fridovich, 1995). La adicion de un tercer e al H,O, genera anion hidroxilo
(OH") y radical hidroxilo (OH"); y finalmente, la adicion de un cuarto e” y de dos H”
mas genera dos moléculas de agua.

La reaccion total indica que la adicidon de cuatro e reduce completamente el

dioxigeno a agua (Figura 1).

OH’
e e e + €
o, V. 0, L » H0, 4> oH 2H,0
Dioxigeno Anic’;n_ ol Peroxido F\’_adicgl oH* Agua
superéxido de hidroxilo

hidrégeno

FIGURA 1. PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO A PARTIR DEL DIOXIGENO.
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1.2. ESTRES OXIDANTE

El estrés oxidante es una alteracion en el equilibrio entre las moléculas oxidantes y
las antioxidantes a favor de las primeras y tiene el potencial de inducir dafio celular
mediante la interaccion de las moléculas oxidantes con biomoléculas, tales como
proteinas, lipidos y &cidos nucleicos (Halliwell y Gutteridge, 2007).

En condiciones fisiolégicas los niveles celulares de ERO se encuentran en
equilibrio con los de las sustancias antioxidantes, sin embargo, cuando las células
estdn expuestas continuamente a una cantidad de ERO mucho mas alta que
aguella que su capacidad antioxidante puede neutralizar, se producen efectos
deletéreos en sus componentes, conduciéndolas a necrosis o apoptosis (van

Muiswinkel y Kuiperij, 2005; revisado por de Vries et al., 2008).

Para contrarrestar los efectos de las ERO, las células poseen mecanismos de
defensa tales como la sintesis de moléculas antioxidantes no enzimaticas entre las
que se incluyen bilirrubina (Cérdenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006) y
glutation (GSH) y la sintesis de enzimas como glutation peroxidasa (GPXx),
catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation-S-transferasa (GST),
glutation reductasa (GR) y hemo oxigenasa (HO) ( ), que inactivan o
transforman a las ERO en productos menos toxicos para facilitar su degradacion,
regenerar antioxidantes o generar compuestos oxidantes a partir de moléculas
organicas tales como el peréxido organico (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-
Chaverri, 2006).

La actividad de estas enzimas modula la concentracion de ERO vy por lo tanto el
estrés y el dafo oxidante. Un ejemplo de esto es la conversion de O,” a H,O, y O,
por medio de las isoformas de la SOD (una dependiente de manganeso y otra
dependiente de cobre y de zinc) (Fridovich, 1995), a su vez, el H,O, es convertido
a agua por medio de peroxidasas como la GPx, la CAT y las peroxirredoxinas
(PRx) o puede difundirse libremente a través de las membranas biolégicas y
causar dafio severo a las macromoléculas celulares, pues en presencia de
metales de transicion como el hierro y el cobre, favorece la generacién de OH’

(Gilbert et al., 1997), que se considera como una de las moléculas oxidantes mas
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potentes y reactivas en la naturaleza (Gilbert et al., 1997; Tang et al., 2005). Cabe
mencionar que aun no se conocen enzimas que neutralicen a esta ER de manera
especifica. Otro ejemplo de esto es la regeneracion de la forma reducida del GSH
a partir de su forma oxidada (GSSG) por la GR, utilizando NADPH como fuente de
poder reductor (Figura 2).

NADP* NADPH + H*

H.0 + V2 O

GR

CAT 2GSH GSSG
SOD GPx
O.’ T > O,‘- IS H_\O_ﬁ > 2H;|o
/ ;\ Metal »+
[
2H+ 0,
Metal (+1)+
OH" + OH

FIGURA 2. INTERACCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO CON ALGUNOS
ANTIOXIDANTES.

CAT: catalasa, e:electrén, GPx: glutation peroxidasa, GR: glutation reductasa, GSH: glutation
reducido, GSSG: glutation oxidado, H™: proton, H,O: agua, H,0,: perdxido de hidrégeno, n: nimero
de oxidacién, NADP™: nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada), NADPH: nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (forma reducida), O,: dioxigeno, O,: anién superdxido, OH™: anién
hidroxilo, OH": radical hidroxilo, SOD: superdxido dismutasa.
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1.3. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es cualquier sustancia que retarda o previene significativamente la
oxidacion de un sustrato (Halliwell y Gutteridge, 2007) por medio de la inhibicién
de la iniciacion o propagacion de esta reaccion, actuando por uno o mas de los
siguientes mecanismos: atrapamiento de la ER, quelando a un ion metélico,

reduciendo o inactivando a la ER.

Los antioxidantes pueden clasificarse de acuerdo a su funcién (Tabla 1) o a su

participacion en la inhibicion del proceso de oxidacion.

TABLA 1. CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES (HALLIWELL Y GUTTERIDGE, 2007).

Tipo de antioxidante Ejemplos
Agentes que cataliticamente remueven ER. SOD, CAT, peroxidasas y antioxidantes
especificos para el grupo tiol.
Proteinas que abaten la disponibilidad de pro- Transferrina, ferritina, haptoglobinas,
oxidantes tales como los iones Fe(ll), Cu(ll) y el hemopexina, metalotioneina y
grupo hemo. ceruloplasmina.
Proteinas que protegen biomoléculas contra el Proteina de choque térmico
dafo por otros mecanismos.
Agentes de bajo peso molecular que atrapan Glutation, a-tocoferol, bilirrubina, acido
ERO y ERN. arico, acido ascorbico (vitamina C).

CAT: catalasa, ER: especie(s) reactiva(s), ERO: especie(s) reactiva(s) de oxigeno, ERN:
especie(s) reactiva(s) de nitrégeno, SOD: superoxido dismutasa.
De acuerdo a la participaciéon de los antioxidantes en el proceso de oxidacion de

un sustrato, estos pueden clasificarse en primarios o secundarios:

Los antioxidantes primarios son aquellos que inhiben o retardan la oxidacion
atrapando ER tales como OH’, O,", NO, grupos tiol (R-SH) y el radical peroxilo
(ROO); a las cuales el antioxidante les dona H* o e’, lo que convierte a estas ER

en productos mas estables.

Por otro lado, los antioxidantes secundarios actian mediante diversos
mecanismos, entre los que se incluyen la conversion de H,O, en especies no
radicales, la absorcion de radiacién ultravioleta, la desactivacion de 'O,, o el

enlace con un ion metéalico (Maisuthisakul et al., 2007)
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La actividad antioxidante de una sustancia se determina por medio de reacciones

que se llevan a cabo por la mezcla de

a) concentraciones crecientes del compuesto o extracto de prueba,
b) la ER a inhibir (0 un sistema generador de la misma) y

C) un sistema para detectar a la ER.

Existen muchas técnicas para detectar ER, entre las que se encuentran la
reduccion del citocromo ¢ o del nitroazul de tetrazolio (NBT), la resonancia del
espin electronico, la fluorescencia, la quimioluminiscencia, la hidroxilacion de

salicilatos y la nitracion de fenilalanina (Halliwell y Gutteridge, 2007).

La actividad antioxidante de una sustancia se hace evidente cuando su presencia
disminuye la concentracion de la ER. La capacidad antioxidante de un compuesto
puede ser directa o indirecta. La directa se refiere a que el compuesto reacciona y
neutraliza a la ER, mientras que la indirecta indica el efecto de inducir la expresion
de enzimas que inactivan a la ER o que participan en la sintesis de antioxidantes

no enzimaticos.
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1.4. ALOE VERA

El Aloe vera Linné, también conocida como Aloe barbadensis Miller o Aloe vulgaris
Lamark y comunmente llamado sabila, es una planta perteneciente a la familia
Aloaceae y es originaria de las regiones éaridas de Africa, Asia, Europa del este y
del Mediterraneo (Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Reynolds, 2004) y su cultivo
se ha implementado en México, China y Estados Unidos, entre otros paises
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2010).

Desde generaciones atras, en la medicina tradicional se han utilizado productos
naturales como profilactico y tratamiento de diversas enfermedades, lesiones y
trastornos (OMS, 2005); entre estos productos se encuentra el Aloe. En estudios
recientes se ha determinado que el Aloe tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antibacterianas e hipoglucémicas, entre otras (Calderon-Oliver et
al.,, 2011), y se ha descrito la composicion y estructura quimica de algunos de los
compuestos presentes en diversas especies de Aloe (Rodriguez-Rodriguez et al.,
2010; Reynolds, 2004) asi como su mecanismo de accion sobre diversas
afecciones (Pandey y Mishra, 2010; Park et al., 2009).

En diferentes trabajos se ha demostrado que el Aloe es benéfico en el tratamiento
de la diabetes, la obesidad, problemas gastricos, quemaduras, heridas, dafios en
la piel, problemas bucales y hepéticos, enfermedades oculares y cancer; y se ha
propuesto que el consumo de Aloe vera disminuye la cardiotoxicidad inducida por
doxorubicina (un compuesto usado en tratamientos contra el cancer), los sintomas
del sindrome de ovario poliquistico, el crecimiento de diferentes cepas de
Mycobacterium, la infiltracion mononuclear en el sistema nervioso central y los
niveles de oxido nitrico y de interferon gama en la esclerosis multiple y que
aumenta la viabilidad de los macréfagos en presencia de Candida albicans
(revisado por Calderon-Oliver et al., 2011). Ademas se ha informado que el gel de
Aloe vera contiene enzimas antioxidantes tales como SOD, CAT, GPx y otras
peroxidasas (Sabeh et al., 1993; Sabeh et al., 1996; Esteban et al., 2000), lo cual
podria tener un papel importante en la disminucion del estrés oxidante al aplicar el

gel de Aloe vera de manera local en heridas o lesiones.
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Actualmente se han descrito los efectos medicinales de solo algunas de las mas
de 360 especies de Aloe; entre ellas: Aloe arborescens Miller, Aloe perryi Baker,
Aloe ferox Miller o Aloe capensis y Aloe vera Linné (Rodriguez-Rodriguez et al.,
2010). De todas ellas, el Aloe vera es la especie mas estudiada y utilizada en

preparaciones farmaceéuticas, medicamentos y suplementos alimenticios.

En la mayoria de los estudios del Aloe se hace referencia al gel de Aloe, un
extracto obtenido de las hojas de Aloe que contiene de 98.5% a 99.5% de agua
conun pH de 4.4 a4.7yde 0.5% a 1.5% de una mezcla de antracenos, cromonas
(aloesona, aloesol, aloesina), antraquinonas (aloe-emodina), glucomananos,
acemananos, monosacaridos libres, acido salicilico, minerales y flavonoides
(aloenina, naringenina, apigenina) (Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Anilakumar
et al., 2010) (Tabla 2 y Figura 3).

TABLA 2. COMPONENTES DEL GEL DE ALOE VERA (CALDERON-OLIVER et al., 2011).

Componente Porcentaje y caracteristicas

Agua/humedad 98.5-99.5%, pH 4-5

0.25% (25-50% en peso seco)
Glucomananos y acemananos
Manosa, glucosa, galactosa
0.013%

Carbohidratos
Polisacaridos solubles
Monosacaridos libres

Contenido de nitrdgeno

Aminoacidos
Lectinas
Enzimas

Glicoproteinas
Vitaminas

Minerales y elementos traza
Acidos orgéanicos

Compuestos fenadlicos

Fitoesteroles.

Otros compuestos

18 (7 de los 8 esenciales; 20% Arg)
Aloctina A, aloctina B
Bradicinasa, carboxipeptidasa, SOD,
CAT y GPx

Acido ascorbico, complejo B,
carotenoides, tocoferoles

24-25% en peso seco. K, CI, Ca, Mg, P,
Fe, Cu, Zn, Mn, Al, Se, Cr

Acido salicilico, malico, lactico, acético y
succinico

Antraquinonas, aloina Ay B, aloe-
emodina, aloenina, aloesina, aloeresina,
entre otras.

B-sitosterol, campesterol

Hidrocarburos alifaticos, esteres de
cadena larga, compuestos volatiles
(cetonas y aldehidos)

Arg: arginina, CAT: catalasa, SOD: superoxido dismutasa, GPx: glutation peroxidasa.
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FIGURA 3. ESTRUCTURA QUIMICA DE ALGUNAS DE LAS SUSTANCIAS PRESENTES EN EL
GEL DE ALOE VERA.
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ANTECEDENTES

2.1. EL ALOE COMO ANTIOXIDANTE

Diversos estudios tanto in vitro como en animales de experimentacion, evidencian
que el Aloe vera puede disminuir o prevenir el estrés oxidante y el dafio celular

consecuente, debido a su capacidad antioxidante directa o indirecta.
2.2. ESTUDIOS EN ANIMALES

El consumo del extracto de Aloe (30 y 60 pL/dia/14 dias) en ratones, aumenta la
cantidad del antioxidante GSH y la actividad de las enzimas antioxidantes GST,
NADPH quinona éxidoreductasa 1 (NQO1), SOD, CAT, GPx y GR en higado y
GST, SOD y CAT en pulmén, rifidn y estbmago de ratones (Singh et al., 2000). El
consumo de una dieta suplementada con un extracto etandlico de Aloe vera al 2%
previene alteraciones en las enzimas antioxidantes GPx, GR y SOD en el higado
de ratas, ademas de aumentar la actividad de dichas enzimas (Anilakumar et al.,
2010). También se ha demostrado que la administracion oral del gel de Aloe vera
(100 y 200 mg/kg/10 dias) a ratas disminuye la oxidacién de los lipidos del tejido
cardiaco inducida por doxorubicina y previene los cambios en la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD y CAT y de los niveles de GSH en coraz6n y plasma
(Kaithwas et al., 2011) (Tabla 3).

2.3. ESTUDIOS IN VITRO

El andlisis de la capacidad antioxidante del gel de Aloe vera mediante la
inactivacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") hizo evidente que el gel
de Aloe vera es mas efectivo (72.19%) que otros antioxidantes tales como el
butilhidroxitolueno (70.52%) (un antioxidante sintético utilizado en un amplio rango
de productos con contenido graso para prevenir la rancidez) y el a-tocoferol
(65.20%) (un antioxidante natural) (Hu et al., 2003).

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL GEL DE ALOE VERA

N ‘ ANTECEDENTES



Se ha propuesto que esto se debe a la

R0OSA MARINA ZAVALETA ROMERO

presencia de algunos compuestos como

las coumaroilaloesinas, feruloilaloesinas (Beppu et al., 2003), barbaloina, aloesina

e isorabaicromona (Yagi et al., 2002).

Mediante este mismo ensayo se ha demostrado la capacidad antioxidante de los

extractos etandlicos y acuosos de la hoja
como de los extractos de otras especies

de Aloe vera (Kammoun et al., 2011), asi
de Aloe, como el Aloe harlana Reynolds

que redujo al DPPH’ con una Clsg de 26 mM debido a la presencia de los

compuestos metilaloeresina y aloina (Asamenew et al., 2011) (Tabla 3).

TABLA 3. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL GEL DE ALOE VERA.

Efecto del extracto o compuesto del Aloe

Dosis y/o concentracién

ESTUDIOS E

N ANIMALES

El gel de Aloe vera al 30% disminuye la
lipoperoxidacion y previene la disminuciéon de CAT
y SOD en sangre y en tejido cardiaco y aumenta el

contenido de GSH en tejido cardiaco de ratas
albinas tratadas con estreptozotocina.

200 mg/kg/dia/20 dias, via oral (Jain et al., 2010).

El gel de Aloe vera disminuye la lipoperoxidacion y
previene la disminucion de la actividad de SOD,
CAT y GSH en sangre y en tejido cardiaco de
ratones tratados con doxorubicina.

100 y 200 mg/kg/dia/10 dias, via oral (Kaithwas et
al., 2011).

El extracto de la hoja de Aloe vera previene la
lipoperoxidacion y la disminucién de la actividad de
CAT y SOD vy del nivel de GSH en higado y en
sangre de ratones albinos radiados.

1 g/kg/dia /15 dias, via oral (Goyal y Gehlot, 2009).

El gel de Aloe vera disminuye el estrés oxidante
(formacién de lipoperéxidos y dienos conjugados)
y previene la disminucion en la actividad de CAT,

SOD y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en
higado de ratas tratadas con azoximetano.

Dieta con 2% de extracto de Aloe vera/dia/30 dias
(Anilakumar et al., 2010).

El extracto fresco de la pulpa de la hoja Aloe vera
induce la actividad de GST, NQO1, SOD, CAT,
GPx y GR en higado, pulmon, rifién y estomago de
ratones.

30y 60 plL/dia/14 dias (Singh et al., 2000).

El extracto de la pulpa y del gel de la hoja de Aloe
vera disminuyen la lipoperoxidacion, la
glicosilacién no enzimatica y previenen la
disminucién en los niveles de GSH en higado de
ratas tratadas con estreptozotocina.

Extracto de la pulpa de la hoja:
500 mg/kg/dia/15 dias, via oral.
Extracto del gel de la hoja:
63 mg/kg/dia/15 dias, via oral (Can et al., 2004).
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ESTUDIOS IN VITRO

Los extractos de la piel de la hoja hervida y no
hervida de Aloe arborescens, reducen al DPPH" y
neutralizan O, y OH’ en cultivos primarios de
islotes pancreaticos.

DPPH’ (mM Trolox/g):
Hoja completa: 48.2+0.6
Piel de la hoja: 35+0.8
Piel de la hoja hervida: 61.6+£0.3 (Beppu et al.,
2003).

El extracto etanolico del gel y el gel liofilizado de la
hoja de Aloe ferox presentan capacidad
antioxidante mediante los métodos ORAC y FRAP.

ORAC (umol Trolox/g):
Gel liofilizado: 1.83+0.04
Extracto etandlico: 0.31+0.006
FRAP (umol/g):
Gel liofilizado: 0.17+0.08
Extracto etandlico: 0.05+0.001 (Loots et al., 2008).

Los compuestos aloesina, aloeresina A, aloeresina
B, barbaloina e isorabaicromona, presentes en el
Aloe vera, atrapan O, y reducen al DPPH'.

Clsg (UM) DPPH':
Aloesina: 20+0.3
Aloeresina A: 26+0.9
Aloeresina B: 26+0.2
Isorabaicromona: 4+0.1
Barbaloina: 68+0.9
Clso (uM) O,
Aloesina, Aloeresina A, Aloeresina B y barbaloina:
>100; Isorabaicromona: 7+0.2 (Yagi et al., 2002).

El extracto acuoso de la piel de la hoja de Aloe
vera reduce al DPPH’, atrapa O, y ABTS y
disminuye la oxidacion de liposomas de
fosfatidilcolina.

Clso (mg/mL)
ABTS: 34.77+£0.41
DPPH": 41.81+0.55
0,7: 5.76+0.19 (Ozsoy et al., 2009).

El extracto etandlico de Aloe saponaria reduce al
DPPH’y atrapa O,".

Clso (Hg/mL)
0,85
DPPH": 73 (Yoo et al., 2008).

Los compuestos aloina y metilaloeresina del latex
del Aloe harlana Reynols reducen al DPPH'.

Clsp: 26 M (Asamenew et al., 2011).

Los diferentes extractos de la piel de la hoja de
Aloe vera reducen al DPPH'.

Clso (mg/mL):
Hexano: 0.366
Acetato de etilo: 0.326
Cloroformo-etanol: 0.274
Butanol: 0.635
Agua: >1 (Kammoun et al., 2011).

El extracto etandlico de la hoja completa de Aloe

vera reduce al DDPH y su efecto es comparable

con otros antioxidantes como el a-tocoferol y el
butilhidroxitolueno.

Aloe: 72.19+0.98%
Butilhidroxitolueno: 70.52+0.89%
a-tocoferol: 65.20+1.32% (Hu et al., 2003).

El extracto etanolico del gel de la hoja de Aloe vera
disminuye la lipoperoxidacion, la cantidad de
hidroperoéxidos e incrementa los niveles de GSH
en plasma e higado de ratas tratadas con

estreptozotocina.

300 mg/kg/dia/21 dias, via intragastrica
(Rajasekaran et al., 2005).

CAT: catalasa, DPPH': radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, FRAP: Poder antioxidante de reducir al
ion férrico, GPx: glutation peroxidasa, GR: glutation reductasa, GSH: glutation reducido; GST:

glutation S-transferasa, Clso: concentracion

inhibitoria. 50, NADPH: Nicotinamida adenin

dinucledtido fosfato reducido, NQO1: NADPH quinona oxidoreductasa 1, ORAC: capacidad de
absorber radicales derivados del oxigeno, SOD: superéxido dismutasa.
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JUSTIFICACION

Diversos estudios cientificos informan que el Aloe vera presenta actividad
antioxidante sobre el radical del acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS), ROO’, OH’, O,", DPPH’ y sobre el ion férrico; sin
embargo, aun no se conocen las propiedades antioxidantes especificas del

Aloe vera sobre otras ER.

OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el gel de Aloe vera presenta actividad antioxidante en sistemas in

vitro.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar si el gel de Aloe vera presenta actividad antioxidante sobre las
ERO: HOCI, ONOO' y *0..

o Establecer la efectividad relativa de atrapamiento (en términos de Clsg) de
las ER: ROO’, O,", DPPH’, *0,, OH’, HOCl y ONOO" por el gel de Aloe vera.

HIPOTESIS

Debido a que el Aloe vera contiene diversas enzimas antioxidantes (SOD, CAT y
GPx), ademas de sustancias antioxidantes (tocoferoles, carotenoides, acido
ascorbico, entre otras) y a que se ha documentado la actividad antioxidante in vivo
del gel de este producto natural, se plantea la hipotesis de que dicha actividad se
debe a la capacidad del gel de neutralizar ER tales como HOCI, ONOO", *0,, OH’,
ROO’, O," y DPPH'.
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MATERIALES Y METODOS

6.1. REACTIVOS

Los siguientes reactivos se compraron a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): Radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo  (DPPH"), acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB),
borohidruro de sodio (NaBH,;), acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), &cido
nordihidroguayarético (NADG), fluoresceina soédica, dihidrocloruro de 2,2'-azobis(2-
amidinopropano) (AAPH), 1,3-difenil-isobenzofurano (DFBF), &cido tereftalico, cloruro de
hierro (lll) (FeCls), N,N-dimetiltiourea (DMTU), xantina, xantina oxidasa, nitroazul de
tetrazolio (NBT), penicilamina, acido ascorbico y &cido lipoico.

El peréxido de hidrégeno (H,0O,), el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el metanol
(CH3OH), el hipoclorito de sodio (NaOCI), el carbonato de sodio (Na,CO3) y el hidroxido
de sodio (NaOH) se adquirieron de JT Baker (Xalostoc, Edo. de México, México).

El diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCDHF) se compr6 de Cayman Chemical
(San Diego, CA, EUA).

El Trolox se compr6 de Calbiochem (La Jolla, CA, EUA).

El gel de Aloe vera fue proporcionado por Aloe Vera de México S.A. de C.V. (Reserva
territorial Atlixcayotl, Puebla, México).

6.2. METODOS

Para obtener el Clsy de atrapamiento sobre cada ER, se hicieron diluciones en

serie a partir del gel de Aloe vera concentrado.

6.2.1. Determinacién de la concentracién del gel de Aloe vera

Para determinar la concentracién del gel de Aloe vera, se coloc6 1 mL del gel en
un tubo “eppendorf” de 1.5 mL y se expuso a 60°C en un horno Thermolyne
modelo “oven series 9000” hasta que el liquido se evapor6. La diferencia entre el
peso del tubo vacio y el peso del tubo después de la evaporacion fue el valor de la

masa contenida por mL de gel de Aloe vera (Tabla 4).

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL GEL DE ALOE VERA

N ‘ MATERIALES Y METODOS



ROSA MARINA ZAVALETA ROMERO

6.2.2. Neutralizacion de ROO"

La neutralizacion de ROO’ por el gel de Aloe vera, se determind mediante su
capacidad de absorber radicales derivados del oxigeno (ORAC), la cual se
determind en base a la metodologia propuesta por Huang y cols., (2002). Este
ensayo se fundamenta en la disminucion de la fluorescencia de la fluoresceina por
la reaccion de esta sustancia con ROO’ que a su vez se genera por la
descomposicion a 37°C del dihidrocloruro de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)
(AAPH) (Figura 4). En presencia de una sustancia antioxidante, la disminucion de
la fluorescencia es retrasada (Glazer, 1990). La sustancia antioxidante utilizada en
este ensayo fue Trolox, un analogo soluble en agua de la vitamina E.

En una placa para estudios de fluorescencia (de 96 pozos, negra y de fondo
opaco) se colocaron 25 pL de la muestra o de Trolox (4, 8, 20, 40, 60 y 80 uM),
150 pL de fluoresceina 40 nM y 25 pL de AAPH 153 mM. Inmediatamente
después de la adicibn de AAPH, se obtuvieron los valores de fluorescencia cada
minuto durante un total de 90 min, empleando longitudes de onda (A) de excitacion
a 485 nm y de emision a 535 nm en un espectrofluorometro Synergy HT (Biotek
Instruments Inc., VT, EUA) cuya aplicacion “ORAC” proporciona los valores de
area bajo la curva (ABC) de fluorescencia mediante la integracion punto a punto
de cada uno de los valores de fluorescencia. Las unidades del efecto protector de
cada muestra se informaron como mg equivalentes de Trolox por mg de gel de

Aloe vera (peso seco).
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Producto O, 2' Fenoxil-Fenol

FIGURA 4. OXIDACION DE LA FLUORESCEINA POR EL RADICAL PEROXILO, PRODUCCION
DEL RADICAL FLUORESCENIL Y DIMERIZACION DEL RADICAL A PRODUCTOS PROPUESTOS
(BisByY et al., 2008).
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6.2.3. Inactivaciéon de 10,

La inactivacién de 'O, por el gel de Aloe vera, se determindé por un método
fluorométrico basado en el trabajo de Wozniak y cols. (1991), en el cual se genera
0, al mezclar hipoclorito de sodio (NaOCI) con H,O, (Figura 5). Este método se
fundamenta en la disminucién de la fluorescencia del 1,3-difenil-isobenzofurano
(DFBF) causada por 'O, (Figura 6). En presencia de una sustancia antioxidante la
disminucion de la fluorescencia es retrasada.

En una placa para estudios de fluorescencia se colocaron 25 pL de la muestra o
del antioxidante de referencia, que en este caso fue el &cido nordihidroguayarético
(NDGA) (Floriano-Sanchez et al., 2006), 25 pyL de H,O, (10 mM), 25 uL de NaOCI
(300 uM) y 25 pL de una solucion etandlica de DFBF (10 uM) (la cual se mantuvo
a 4°C y protegida de la luz). El blanco (0% atrapamiento), se prepar6 con 25 uL de
agua destilada en vez de muestra o de antioxidante de referencia.

Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente (protegida de la luz) durante 10
min, y enseguida de la incubacién, se agregaron 150 uL de etanol a la mezcla y se
determind su fluorescencia en un espectrofluorometro Synergy HT (Biotek
Instruments Inc., VT, EUA) a A de excitacion a 410 nm y de emisién a 455 nm. Los
resultados se informaron como porcentaje de atrapamiento de 'O,. La Clsy de

atrapamiento de 'O, por el gel de Aloe vera, se comparé con la del NDGA.
NaOCl + H,0, — NaCl + H,0 + 10,
FIGURA 5. GENERACION DE OXIGENO SINGULETE.

oxigeno
singulete

+ lOz

—_— -

| 3-ifenil-sobenzofurano 0-dibenzotl-benceno

FIGURA 6. OXIDACION DEL 1,3-DIFENIL-ISOBENZOFURANO POR EL OXIGENO SINGULETE
(HOWARD Y MENDENHALL, 1975).

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL GEL DE ALOE VERA

MATERIALES Y METODOS

NN



ROSA MARINA ZAVALETA ROMERO

6.2.4. Atrapamiento de O,"

Este ensayo se fundamenta en la generacion de formazan, producto de la
reduccion del NBT causada por O, (Medina-Campos et al., 2007; Floriano-
Sanchez et al., 2006). El O," a su vez se genera junto con &cido Urico por la
accion de la XO sobre la xantina (Pedraza-Chaverri et al., 2006) (Figura 7). Este
ensayo es Util solamente cuando las sustancias utilizadas no interfieren con la
actividad de la XO, de manera que un compuesto que atrape O,", debera

disminuir la reduccién del NBT sin interferir con la produccién de &cido urico.

Para la realizacion del ensayo, se utilizaron 800 uL de la mezcla de reaccion:
xantina (166.67 puM), Na,CO3 (88.89 uM), NBT (33.33 uM) y 100 pL de muestra o
de antioxidante de referencia (acido ascérbico). Para el blanco (0% atrapamiento),
se afiadieron 100 puL de agua destilada en vez de muestra o de antioxidante de
referencia. La reaccion se inicié con la adicién de 16 puL de XO (168 U/L). Se midié
la densidad 6ptica (DO) durante tres minutos (3 intervalos de un minuto cada uno)
a A de 295 nm (formacion de acido urico) y de 560 nm (reduccion de NBT) en un
espectrofotometro Beckman modelo “DU-640". Los resultados se informaron como
porcentaje de atrapamiento de O,". La Clso de atrapamiento de O," por el gel de

Aloe vera se compardé con la del &cido ascorbico.

(8]
H
N N
HN 3 Xantina oxidasa ”N)t o
OJ\)\I&JE'H> I -”| ﬂ>:
H

Acido arico

HCO OCH,
Nitroazul de tetrazolio Formazan

FIGURA 7. GENERACION DE ANION SUPEROXIDO POR MEDIO DEL SISTEMA XANTINA-XANTINA
OXIDASA Y SU DETECCION POR MEDIO DE LA REDUCCION DEL NITROAZUL DE TETRAZOLIO.
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6.2.5. Reduccion de DPPH’

Este ensayo se fundamenta en la diminucién de la DO de una solucién de DPPH’
debida a la reduccion de este radical por la presencia de una sustancia

antioxidante (Figura 8).

El ensayo de reduccién de DPPH’ se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita
por Manojlovic y cols. (2011): a 250 uL de una solucién metandlica de DPPH" (80
pMg/mL) se le adicionaron 250 uL de muestra o de antioxidante de referencia (acido
ascorbico). El blanco (0% de atrapamiento) se preparé con 250 pyL de agua

destilada en lugar de muestra o de antioxidante de referencia.

Esta mezcla se incubd en la oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 min.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se midio la DO de la mezcla a A de

517 nm, usando un espectrofotometro Beckman modelo “DU-640".

Los resultados de capacidad antioxidante, tanto del acido ascérbico como del gel

de Aloe vera se informaron como porcentaje de reduccién de DPPH'.

La Clso de atrapamiento de DPPH’ por el gel de Aloe vera, se comparé con la del

acido ascorbico.

N—N NO, + RH —————» N—N NO, + R
O,N O,N

FIGURA 8. REDUCCION DEL RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILO (VILLARNO et al.,
2007).
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6.2.6. Atrapamiento de HOCI

El HOCI, sustancia altamente reactiva y soluble en lipidos, es capaz de oxidar
grupos R-SH y amino, asi como de modificar las bases puricas del DNA

afiadiéndoles un atomo de cloro (Martinez, 2005).

El ensayo de atrapamiento de HOCI se fundamenta en la oxidacion del acido 5-tio-
2-nitrobenzéico (TNB) al acido 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB) causada

precisamente por el HOCI (Figura 9).

Antes de comenzar el ensayo se midié la DO del TNB (70 uM) y de la mezcla de
TNB con HOCI (concentraciones finales 70 y 25 uM respectivamente) a A de 412
nm, lo que debe resultar en aproximadamente 1.0 y 0.5 respectivamente. Esto
asegura que el HOCI oxida al TNB. La actividad atrapadora de HOCI se determina
por la capacidad de inhibir la oxidacién del TNB.

Para la realizacion de este ensayo se mezclaron 400 yL de TNB (175 pM), 500 pL
de amortiguador de potasio 50 mM (pH 6.6) y 100 uL de muestra o de antioxidante
de referencia (acido lipoico). Para el blanco (0% de atrapamiento) se utilizaron 100
pL de agua destilada en vez de muestra o de antioxidante de referencia. El TNB
se prepar6 de acuerdo a Fernandes et al. (2003).

La oxidacion del TNB se inicio al agregar 500 uL de HOCI (50 uM) a la mezcla
anterior. EI HOCI se preparé y midié tal como lo describen Fernandes y cols.
(2003) y Valentéo y cols. (2002). Esta mezcla de reaccion se incubé durante 5 min
a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion, se midié la DO de la mezcla a A
de 412 nm por medio del espectrofotometro Beckman modelo “DU-640". El efecto
antioxidante del gel de Aloe sobre el HOCI se expresdé en porcentaje de

atrapamiento; el cual se comparo con el del antioxidante de referencia.

O,N SH + HOCI — O;N sS—s NO,

TNB
HOOC HOOC DTNB COOH

FIGURA 9. OXIDACION DEL ACIDO 5-TIO-2-NITROBENZOICO POR EL ACIDO LIPOICO
(LANDINO et al., 2008).
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6.2.7. Atrapamiento de OH’

En este ensayo, el OH’, se generd por medio de la reaccién de Fenton (Figura
10). El ensayo de atrapamiento de OH’ se fundamenta en la generacion de 2-
hidroxitereftalato, una sustancia fluorescente, producto de la reaccion de
tereftalato con OH" (Figura 11) (Qu et al., 2000).

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron 180 uL de mezcla de reaccion y 20
ML de muestra o de antioxidante de referencia, que en este ensayo fue la N,N
dimetiltiourea (DMTU) (Medina-Campos et al., 2007).

La mezcla de reaccion se preparo al afiadir: 40 uL de acido ascorbico (1 mM), 40
pL de FeCl; (1 mM), 40 yL de EDTA (1.04 mM), 20 yL de H,O;, (10 mM) y 40 uL
de tereftalato (7 mM) a 40 yL de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.4). Para el
control (0% de atrapamiento) se utilizaron 20 yuL agua destilada en vez de muestra
0 antioxidante de referencia.

El OH’ se gener6 al incubar la mezcla de reacciéon durante 30 min a temperatura
ambiente. El 2-hidroxitereftalato se midié a A de excitacién a 326 nm y a 432 nm
de emision (Yan et al., 2005; Qu et al., 2000), por medio del espectrofluorometro
Synergy HT (Biotek Instruments Inc., VT, EUA). El porcentaje de atrapamiento de
OH’ por el gel de Aloe vera fue comparado con el del antioxidante de referencia

Fe*" + H,0, —> Fe® + OH" + OH

FIGURA 10. REACCION DE FENTON.

0., -OH 0, _OH
]+ o | S
o - e
HO™ 0 HO™ =0
Tereftalato Z-hidroxitereftalato

FIGURA 11. PRODUCCION DE 2-HIDROXITEREFTALATO A PARTIR DE TEREFTALATO Y EL
RADICAL HIDROXILO (Qu et al., 2000).
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6.2.8. Neutralizacion de ONOO"

Este ensayo se fundamenta en la produccion de la sustancia fluorescente
diclorofluoresceina (DCF) a partir de la oxidacion del diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCDHF) por ONOO™ (Figura 12) (Crow, 1997; Kooy et

al., 1997). La presencia de una sustancia antioxidante inhibe la formacion de DCF.

El ONOO" se sintetiz6 de la manera descrita por Beckman y cols. (1994), y su
concentracion se determiné leyendo su DO a A de 302 nm (Crow, 1997) mediante
un espectrofotometro Beckman modelo “DU-640" y la ecuacién A= € c |, [A:
absorbancia, c: concentracion, I: dilucion y €: coeficiente de extincion molar (1670
MZtecm™)]. La oxidacion de DCDHF se inici6 al agregar 6.66 uL de ONOO (0.63
mM) a la mezcla de 6.66 uL de acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) (1 mM),
6.66 uL de DCDHF (3.5 mM), 160 yL de agua destilada y 20 pL de la muestra o
del antioxidante de referencia que en este caso fue penicilamina (Floriano-
Sanchez et al.,, 2006). Para el 0% de atrapamiento de ONOOQO" se sustituyd la
muestra o el antioxidante de referencia por agua destilada. La mezcla de reaccion
se incubd en oscuridad a 37°C durante 30 min. Una vez incubada la mezcla, se
midié su fluorescencia mediante un espectrofluorometro Synergy HT (Biotek
Instruments Inc., VT, EUA) con A de excitacion a 488 nm y de emision a 525 nm.

oxidacién . o .
. . . . diclorodihidrofluoresceina
diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina

diclorofluoresceina

FIGURA 12. PRODUCCION DE DICLOROFLUORESCEINA POR LA OXIDACION DEL DIACETATO
DE 2',7'-DICLORODIHIDROFLUORESCEINA POR EL ANION PEROXINITRITO (CROW, 1997).
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RESULTADOS

Los resultados de ICsp 0 de porcentaje de atrapamiento maximo se calcularon

como el promedio de una serie de repeticiones de los ensayos realizados, la

dispersion se tomé como el valor del error estandar.

7.1. CONCENTRACION DEL GEL DE ALOE VERA

El valor de la concentracion del gel de Aloe vera resulté de 8.6+0.0005 mg/mL.

TABLA 4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DEL GEL DE ALOE VERA.

Tubo eppendorf vacio Tubo eppenforf + Diferencia de masas
(mQ) 1 mL gel Aloe vera (mQ)
886.8 895.3 8.5
1026.4 1035.1 8.7
1029.2 1037.8 8.6
999.3 1007.8 8.5
Promedio 8.6 mg/mL
Error estandar 0.00005 mg/mL
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7.2. NEUTRALIZACION DE ROO’

El efecto protector de Trolox y del gel de Aloe vera ante ROO" se presentan en la
Figura 13. Este efecto se traduce de la siguiente manera: un valor mas alto de
ABC indica una mayor duracion de la fluorescencia (0 menor presencia de la ER) y
se observa que a mayor concentracion de Trolox o de Aloe vera, mayor es el valor
de ABC.

De la misma manera, se aprecia que el gel de Aloe vera es més eficaz que el
Trolox para atrapar o neutralizar ROO’", pues con menor cantidad (mg de peso
seco) se logra el mismo efecto que el Trolox. Por ejemplo, a 0.38 mg de Trolox se
alcanza una ABC de 25.00 y a 0.36 mg de peso seco de gel de Aloe vera se
alcanza una ABC de 31.20.

La equivalencia de Trolox (mg Trolox/mg gel de Aloe vera [peso seco]) es de
1.174£0.12, es decir, cada mg de gel de Aloe vera (peso seco), equivale a
1.17+0.12 mg de Trolox.

Neutralizacion de ROOe (ORAC)
35.00
25.00 *—
® & Trolox
é 15.00 : gel Aloe v.
———Linear (Trolox)
_ ——Linear (gel Aloe v.)
5.00 +—
q T T T 1
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40
-5.00
Sustancia seca (mg)

FIGURA 13. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEL GEL DE ALOE VERA Y DE TROLOX DE
NEUTRALIZAR AL RADICAL PEROXILO.
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7.3. INACTIVACION DE 10,

En la Figura 14 se observa la relacion concentracion del gel de Aloe vera-
porcentaje de inactivacién de 'O,. Se observa el gel de Aloe vera inactiva al O,
de manera dependiente de la concentracion. La Clso de inactivacién de 0O, fue de
17.17+1.15 pg/mL.

Comparado con el NDGA, el gel de Aloe vera es un antioxidante 4.25 veces mas
eficaz, ya que el 50 % de inactivacién de 'O, se logra con una concentracién de
72.77+0.67 pg/mL de NDGA (Figura 15).

Inactivacién de 0,

100.00
s 75.00
g
(]
©
§ 50.00
o
©
2
S
©
= 25.00 P
0.00
0.7 0.95 1.2 1.45 1.7 1.95

Gel de Aloe vera [log (ng/mL)]

FIGURA 14. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEL GEL DE ALOE VERA DE INACTIVAR AL
OXIGENO SINGULETE.
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Inactivacién de 0,
100
g 75
)
[
E 50 /
g 25
0
1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
NDGA [log (1g/mL)]

FIGURA 15. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEL ACIDO NORDIHIDROGUAYARETICO DE
INACTIVAR AL OXIGENO SINGULETE.
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7.4. ATRAPAMIENTO DE O,

El gel de Aloe vera no interfiere con la actividad de XO (Figura 16), es decir, que
permite la formacién de &cido arico, por lo que este método es vélido para evaluar
si el gel de Aloe vera atrapa O;".

El gel de Aloe vera neutraliza eficazmente a O,” de manera dependiente a la
concentracion (Figura 17), es decir que a mayor concentracion del gel de Aloe
vera, mayor atrapamiento de dicha ER.

Por medio de la relacion concentracién del gel de Aloe vera-porcentaje de
atrapamiento de O, y de la ecuacién de la recta se obtuvo que el gel de Aloe vera
tiene una Clso de atrapamiento de O," es de 163.03+2.57 pg/mL y comparandolo
con el resultante del acido ascorbico (3.53+£0.14 pg/mL), este Ultimo resulta ser 46
veces mas eficaz que el gel de Aloe vera en términos de neutralizaciéon de O;"
(Figura 18).

Generacidon de acido urico (xantina-X0)
125

X 100 -
8
;g 75 -
5 50 -
& 25 -

0 .

0.02 0.09 0.17 0.43 0.86
Gel de Aloe vera (mg/mL)

FIGURA 16. EFECTO DEL GEL DE ALOE VERA SOBRE LA GENERACION DE ACIDO URICO EN
EL SISTEMA XANTINA-XANTINA OXIDASA.
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Atrapamiento de O,*
100.00
S 75.00 5
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° L g
_‘g 50.00
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< 25.00
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FIGURA 17. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEL GEL DE ALOE VERA DE ATRAPAR AL

ANION SUPEROXIDO.

100

Atrapamiento de O,*

75

50

25

Atrapamiento de 0, (%)

1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5
Acido ascérbico (pug/mL)

RESULTADOS

FIGURA 18. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEL ACIDO ASCORBICO DE ATRAPAR AL

ANION SUPEROXIDO.
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7.5. REDUCCION DE DPPH’

En la Figura 19 se presenta la relacion concentracion del gel de Aloe vera-
porcentaje de reduccién de DPPH’; por medio de la cual se observa que el gel de
Aloe vera es capaz de reducir al DPPH’ con un valor de Clsg de 2897.32+201.16
ug/mL, 2318 veces el valor de Clsg de reduccion de DPPH™ del acido ascorbico
(1.25+0.07 pg/mL) (Figura 20). Esto significa que el acido ascoérbico es 2318
veces mas eficaz para reducir al DPPH’ que el gel de Aloe vera.

Reduccion de DPPH*

100.00
$ 75.00
T
a
a
Qo /
< 50.00
[ =
'
]
=]
O
& 25.00 ——

0.00

2.9 3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7

Gel de Aloe vera [log (ug/mL)]

FIGURA 19. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEL GEL DE ALOE VERA PARA REDUCIR
AL RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILO.
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Reduccion de DPPH*
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FIGURA 20. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DEL ACIDO ASCORBICO PARA REDUCIR AL
RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILO.
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7.6. ATRAPAMIENTO DE HOCI

La concentracion mas alta del gel de Aloe vera en el ensayo (0.86+0.0005 mg/mL)
presento un atrapamiento maximo de 33.31+0.50% (Tabla 5).
Comparado con el gel de Aloe vera, el acido lipoico, es un antioxidante 191 veces
mas eficaz, ya que la concentracion de &cido lipoico requerida para obtener un
33.31% de atrapamiento de HOCI es de 0.005+0.0008 mg/mL.

7.7. ATRAPAMIENTO DE OH’

En el caso de OH’, el gel de Aloe vera presentd un atrapamiento maximo de
27.88+5.51% a una concentracion de 0.86£0.0005 mg/mL (Tabla 5).

Para que la DMTU presente un atrapamiento de 27.88%, se requiere una
concentracion de 0.029+0.001 mg/mL, lo que lo hace un antioxidante 29.66 veces
mas eficaz que el gel de Aloe vera.

7.8. NEUTRALIZACION DE ONOO~

El gel de Aloe vera es un antioxidante de muy baja eficacia ante el ONOO"; ya que
a una concentracion de 0.86+0.0005 mg/mL, se logra un atrapamiento maximo de
ONOO™ de 14.51+1.63% (Tabla 5), este porcentaje de atrapamiento se obtiene
con una concentracion de 0.001+0.00002 mg/mL de penicilamina, lo que hace a

este Ultimo un antioxidante 860 veces mas eficaz que el gel de Aloe vera.
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RESUMEN DE RESULTADOS

TABLA 5. ATRAPAMIENTO MAXIMO DEL GEL DE ALOE VERA SOBRE ESPECIES REACTIVAS
DE OXiGENO EN LAS CUALES NO SE ALCANZO UN MINIMO DE 50% DE ATRAPAMIENTO.

Atrapamiento Gel de Aloe vera  Antioxidante de
maximo (%) (mg/mL) referencia en el
atrapamiento

maximo del gel
de Aloe vera

(mg/mL)
HOCI 33.31+0.50 (4) 0.86+0.0005 0.005+0.0008
OH’ 27.8845.51 (4) 0.86+0.0005 0.029+0.001
ONOO’ 14.51+1.63 (4) 0.86+0.0005 0.001+0.00002

TABLA 6. CONCENTRACION INHIBITORIA 50 (Clsg) DEL GEL DE ALOE VERA Y DE
ANTIOXIDANTES DE REFERENCIA SOBRE DIFERENTES ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

Clso Aloe vera Antioxidante de  Clsp antioxidante
(ng/mL) referencia de referencia
utilizado (rg/mL)
ROO’ 1.1740.12 (5)* Trolox 1.00£0.00
‘0, 17.17+£1.15 (4) NDGA 72.77+0.67
0" 163.03+2.57 (4) Acido ascorbico 3.53+0.14
DPPH’ 2897.32+201.16 Acido ascorbico 1.25+0.07
(4)
HOCI -k Acido lipoico 0.005+0.0008
OH’ —-F* Dimetil tiourea 0.029+0.001
ONOO ---kk Penicilamina 0.001+0.00002

* Resultado en equivalentes Trolox [mg Trolox/mg gel de Aloe vera (peso seco)].

**Para estas ERO, el gel de Aloe vera no alcanz6 un porcentaje de atrapamiento de al
menos 50%, por lo que no fue posible determinar su Clg, (resultados de atrapamiento
maximo en tabla 5)
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DISCUSION DE RESULTADOS

La propiedad antioxidante de diferentes extractos de plantas ha sido atribuida a su
contenido de vitaminas A, C y E (Ohja et al., 2011), de polifenoles y de flavonoides
(Ozsoy et al., 2009). En el caso del Aloe, su actividad antioxidante se atribuye
ademas a la presencia de aloe-emodina, derivados de aloesina (Hu et al., 2005;
Yagi et al., 2002), antraquinonas (Anilakumar et al., 2010), polisacaridos (Yu et al.,

2009) y de enzimas antioxidantes (Calderén-Oliver et al., 2011).

En la mayoria de los estudios sobre la actividad antioxidante del Aloe vera, se
trabaja con diferentes concentraciones de diferentes tipos de extractos de la
planta, utilizando la piel de las hojas, la pulpa 0 ambas y agua o solventes como
cloroformo, etanol, hexano y acetato de etilo, o técnicas como la de extraccion con
diéxido de carbono en estado supercritico (Hu et al., 2005). Estos extractos
organicos presentan una actividad antioxidante mas alta que la de los extractos
acuosos y que la del gel de Aloe vera, lo cual se le atribuye a la diferente polaridad

y distribucion entre las sustancias antioxidantes contenidas en la planta.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, el gel de Aloe vera
tiene la capacidad de inhibir a las ER: ROO’, O,", DPPH’, '0,, OH’, HOCI y
ONOO’, por lo que puede ser considerado como un buen antioxidante. Sin
embargo, esta propiedad tiene restricciones para cada una de estas ER, ya que en

algunas de ellas no se alcanza un minimo de 50% de atrapamiento.

8.1. NEUTRALIZACION DE ROO’

La actividad antioxidante del gel de Aloe vera sobre el radical ROO" aumenta de
manera dependiente de la concentracion (Figura 13). Sin embargo, los
equivalentes Trolox encontrados para el gel de Aloe vera [1.17+0.12 mg Trolox
/mg gel de Aloe vera (peso seco) 0 4,674.39+479.42 umol Trolox/g gel de Aloe
vera (peso seco)], difieren de los del gel liofilizado [1.83+0.04 umol Trolox /g gel de
Aloe ferox (peso seco)] y de los extractos etandlico [0.31+0.006 pmol Trolox/g gel
Aloe ferox (peso seco)] (Loots et al., 2008), sugiriendo que el extracto etandlico

contiene mayor cantidad de sustancias antioxidantes que el gel de Aloe.
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8.2. ATRAPAMIENTO DE O;,"

El gel de Aloe vera resultdé ser un eficaz inhibidor de O," generado in vitro por el
sistema xantina-xantina oxidasa, obteniéndose un valor de Clsg de 0.16%.003
mg/mL. Sin embargo, el valor de Clsy del extracto acuoso de las hojas de la planta
fue de 5.76+0.19 mg/mL (Ozsoy et al., 2009) y el del extracto etanolico de Aloe
saponaria fue de 85 pg/mL (Yoo et al., 2008), sugiriendo nuevamente que el
extracto etandlico contiene mayor cantidad de sustancias antioxidantes que el

extracto acuoso del Aloe, debido a la polaridad de dichas sustancias.

8.3. REDUCCION DE DPPH’

El radical DPPH no es biologicamente relevante, pero frecuentemente es utilizado
como un indicador de la capacidad de donacién de protones, ergo, en la actividad
antioxidante de un producto de estudio. A diferencia de otras ER, el gel de Aloe
vera es capaz de reducir al DPPH’ con un valor de Clsg de 2.90+.20 mg/mL, siendo
mas eficaz que el extracto acuoso de la piel de la hoja de la misma planta con
valor de Clsp de 41.81+0.55 mg/mL (Ozsoy et al., 2009).

8.4. INACTIVACION DE ‘O,

En la literatura se ha descrito la actividad antioxidante de diferentes extractos
organicos de diferentes partes de la hoja de Aloe vera, sin embargo, no se ha
probado la actividad antioxidante sobre 'O,. En este trabajo se expone que la
capacidad de inactivar al 'O, por el gel de Aloe vera incrementa de manera
dependiente de la concentracién (Figura 14). El valor de Clsy de inactivacion de
'0, por el gel de Aloe vera fue de 17.17+1.15 pg/mL, lo que lo hace mas eficaz
que el NDGA ya que para lograr el mismo efecto se requieren 72.77+0.67 pug/mL

de NDGA, es decir, 4.25 veces la concentracion del gel de Aloe vera. (Figura 15).

8.5. ATRAPAMIENTO DE HOCI

La actividad antioxidante especifica para HOCI no se ha descrito en la literatura.
En este trabajo se encontré6 que el gel de Aloe vera a una concentracion de
0.86+0.0005 mg/mL fue capaz de atrapar un maximo de 33.31+0.50% de HOCI.
(Tabla 5).
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8.6. ATRAPAMIENTO DE OH’

A pesar de que se ha demostrado que el extracto acuoso de la hoja de Aloe vera
inhibe a OH’ en cultivos primarios de islotes pancreaticos (Beppu et al., 2003), aln
no se ha determinado cuantitativamente su actividad especifica. En este trabajo se
muestra que el gel de Aloe vera a una concentracion de 0.86+0.0005 mg/mL

atrapa el 27.88+5.51% del OH" generado en el ensayo (Tabla 5).

8.7. NEUTRALIZACION DE ONOO"-

Si bien tampoco hay informacion en la literatura sobre la actividad antioxidante del
gel de Aloe vera sobre ONOO’, se informa que en este trabajo, el atrapamiento
méaximo de ONOO" por el gel de Aloe vera a una concentracion de 0.86+0.0005
mg/mL resulté ser de 14.51+1.63% (Tabla 5).

Como se demuestra en este trabajo, el gel de Aloe vera presenta actividad
antioxidante sobre distintas ER, lo cual podria deberse a sus propiedades redox,
causando la neutralizacion de radicales libres (Ozsoy et al., 2009), y/o al efecto
sinergistico de su contenido vitaminico, de enzimas antioxidantes y de otras
sustancias propias del Aloe (Calderén-Oliver et al., 2011). Esto es de relevancia
farmacoldgica, ya que esta propiedad puede ser de gran utilidad en el tratamiento

de enfermedades derivadas del estrés oxidante.

A pesar de que el gel de Aloe vera neutralizé en menor proporcion a algunas ER,
esto puede ser modificado por medio de biomagnetismo, proceso que se lleva a
cabo para comercializar el gel de Aloe vera, que consiste en la
microencapsulacion de nutrientes, especialmente vitaminas, lo cual potencializa la
actividad antioxidante de dicho producto natural, permitiendo que la actividad

antioxidante del gel de Aloe vera se incremente hasta 160 veces.
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CONCLUSIONES

Se concluye que el gel de Aloe vera es un antioxidante que puede neutralizar a las
ER: ROO’, '0,, 0,7, DPPH’, HOCI, OH' y ONOO", por lo que puede ser utilizado
como auxiliar en la profilaxis o en el tratamiento de enfermedades resultantes del

estrés oxidante.

PERSPECTIVAS

A pesar de que hay informacion que demuestra la propiedad antioxidante del Aloe
vera, aun quedan aspectos por ser estudiados, por ejemplo: identificar al
compuesto o compuestos responsables de la neutralizacion o inactivacion de cada

ER, asi como el mecanismo de accidon de dicha actividad antioxidante.

De la misma manera, se requieren estudios para caracterizar completamente el
efecto del gel de Aloe vera como inductor de enzimas antioxidantes asi como para
identificar los compuestos involucrados en dicho efecto. Por otro lado, se requiere
también del estudio toxicolégico del Aloe vera.
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