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LISTA DE ABREVIATURAS

AA  Acido araquidonico

BK Bradicinina

B, Receptores a bradicinina 2
Ca”* lones de calcio

CDP-DAG Crtidin difosfato diglicérido
DAG Diacilglicerol

G  Proteinas G

5-HETE Acido S-hidroxitetraenoico
IL- 1 Interleucina -1

IP  Inosito- fosfato

IP, Inositol- difosfato

IP;  Inositol-1,4,5-trifosfato

LTB, Leucotrieno B,

LTC, Leucotrieno C,

LTD, Leucotrieno D,

LTE, Leucotrieno E,

NO Oxido nitrico

PA  Acido fosfatidico

PAF Factor activador de las plaquetas
PC Fosfatidilcolina

PE Fosfatidiletanolamina
PGl, Prostaciclina |,

PGE Prostaglandinas de la serie £
PGD, Prostaglandina D,

PGF, Prostaglandina F,



Pl Fosfatidilinositol

PIP  Fosfatidil inositol fosfato

PIP, Fosfatidil inositol 4,5-bifosfato

PKC Proteina cinasa C

PKG Proteina cinasa dependiente de GMP ciclico
PLA, Fosfolipasa A,

PLC Fosfolipasa C

TNF - o Factor de necrosis tumoral a

TXA; Tromboxano A,



RESUMEN:

En el proceso inflamatorio la bradicinina (BK) estimula la sintesis de
prostaglandinas y otros mediadores quimicos, ocasionando que el proceso
se prolongue por mas tiempo. En algunas comunidades rurales de Meéxico
utilizan a la sabila (Aloe barbadensis) para el tratamiento de padecimientos
inflamatorios. El objetivo general de este trabajo fue estudiar si en gel de A.
barbadensis existen compuestos con actividad antibradicinina.

De las hojas frescas de A. barbadensis, se extrajo el gel, se
homogenizé y centrifugd a 10,000 rpm por 30 min a 4° C. En el
sobrenadante (F-1) se valoro la actividad antibradicinina.

Para determinar la actividad antibradicinina de las fracciones obtenidas
del gel de A. barbadensis, se incubd 1 mg de la fraccion a ensayar con 1.67
e de bradicinina en un ml de amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.4, a
30° C por 30 min. Antes y después de ensavyar la actividad de las fracciones,
se realizd una curva dosis - respuesta control a bradicinina.

En el ensayo bioldgico, se utilizaron ratas Wistar, macho (200-230 g),
que se sacrificaron por dislocacion cervical y se les extrajo el ileon; un
segmento de 2 cm se coloco en una camara para organo aislado con sol.
Tyrode, pH 7.4 a 30° C, con burbujeo continuo de una mezcla de 0, y CO,
(95:5).

La respuesta contractil del ileon aislado disminuyé 10 % cuando se
administré BK incubada con la fraccion 1(F-1). Posteriormente se incubd en
las condiciones antes descritas, bradicinina con la fraccion (F-1)
previamente hervida; en el ensayo bioldgico esta mezcla no disminuyd la
respuesta contractil. Estos resultados sugieren que en la fraccion (F-1)

existe material antibradicinina de naturaleza proteinica, por lo que se



continto el aislamiento utilizando procedimientos para la purificacion de
proteirias.

La F-1 se fracciond con sulfato de amonio al 35, 55, 75 y 100 % de
saturacién; cada una de las fracciones se sometié al ensayo biolégico. De
las cuatro fracciones, F-55 disminuyd el 22 % de la respuesta contractil.
Para eliminar los polisacaridos de alto peso molecular (mucilagos) que hacen
muy viscosa la solucién de la fraccion 55, se filtré a través de una columna
de Sephacryl S-500HR con amortiguador de fosfatos 0.05 M y NaCl 0.15 M,
pH 7. En el bioensayo la fraccion que se obtuvo de la columna (F-SH)
disminuy¢ el 58 % de la respuesta contractil a BK. La fraccion SH se filtro a
través de una columna de Sephadex G-100 con amortiguador de fosfatos
0.05 M y NaCl 0.15 M, pH 7; se obtuvieron 4 fracciones de las cuales, la
fraccién GB disminuyé el 67 % de la respuesta contractil a BK.

Conforme avanzo el proceso de purificacion se incremento la actividad
especifica. En la fracciéon GB aun se encontraron carbohidratos, lo cual
sugiere que el material con actividad antibradicinina podria ser una
glicoproteina. Mediante la técnica de electroforesis se mostré la presencia

de dos bandas de proteinas que tienen un peso molecular de 40 y 20 Kd.



1. INTRODUCCION

1.1 Proceso inflamatorio.

El proceso inflamatorio es una reaccion local inespecifica del tejido
conjuntivo ante una lesion causada por agentes: a) fisicos (calor, radiaciones,
etc); b) mecanicos (aplastamiento), ¢) biologicos (bacterias, hongos, virus), d)
quimicos (toxinas y sustancias calsticas) e inmunologicos (interaccion
antigeno-anticuerpo). En la inflamacion el agente produce una variedad de
reacciones locales y generales que incluyen vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad vascular, agregacion plaquetaria, acumulacion de fibrina y de
polimorfonucleares, activacién de nociceptores, asi como la liberacion de
numerosas enzimas y mediadores quimicos ( Baumann, H. y col.; 1994). Estos
fendomenos al sobrepasar una cierta duracion e intensidad adquieren
dimensiones perturbadoras; de tal manera que sea deseable desde el punto de
vista terapéutico el limitarla. Para esto Ultimo resulta esencial la comprension
del papel de los diversos mediadores quimicos de origen celular y plasmatico

en el proceso inflamatorio (Tablas 1y 2) (Dray y Bevan, 1994).
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TABLA 1: MEDIADORES QUIMICOS DE ORIGEN CELULAR.

Mediadores Quimicos De
Origen celular:

Actividad Biolégica En La Inflamacién:

Aminas vasoactivas:
* Histamina
* b-Hidroxitriptamina

* Vasodilatacion
* Aumento de la permeabilidad vascular

* Factor activador de las plaquetas (FAP)

* Agregacion plaguetaria

* Libera Histamina y 5-Hidroxitriptamina

* Produce vasoconstriccion y

broncoconstriccion

A concentraciones bajas produce

vasodilatacién y aumento de la

permeabilidad venular

* Estimula la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos.

Citocinas:
* Interleucina - 1 (IL-1)
* Factor de la necrosis tumoral (TNFa)

* Estimula la sintesis de moléculas de
adherencia, PGl,y FAP

* Inducen las respuestas generales de la
fase aguda

Constituyentes de los lisosomas:
* Lactoferrina
* Lisozima
* Fosfatasa alcalina
* Proteinas catidnicas
* Hidrolasas acidas
* Proteasa neutra (elastasa,colagenasa,
catepsina,)

* Aumento de la permeabilidad vascular

* Quimiotactismo (monocitos)

* Inhiben el movimiento de los neutrdfilos
y eosinofilos

* Atacan al coldgeno, membranas basales,
fibrina, elastina y cartilago, dando lugar
a la destruccion tisular

Metabolitos del acido araquidénico:
* Prostaglandinas (PGE, PGD, PGF; )
* Prostaciclina ( PGI,)

* Tromboxanos (TXA,)
* Leucotrienos (LTB,)
LTC,
LTD,
LTE,

* Vasodilatacion y Potenciacion del edema
* Dolor y fiebre
* Inhibidor de la agregacién plaquetaria

* Produce vasoconstriccién y agregacion
plaquetaria

* Quimiotactismo

* Aumento de la permeabilidad vascular




TABLA 2: MEDIADORES QUIMICOS DE ORIGEN PLASMATICO:

Mediadores Quimicos De Origen Actividad Biologica En La Inflamacidn:
plasmatico
Proteasas Plasmaéticas: * Aumento de la permeabilidad vascular
* El sistema del Complemento: * Aumenta la adhesividad de los leucocitos
C3a, Cba, C3b, C3bi, C5b-9 al endotelio.

Quimiotactismo

Opsonisacion

* Desgranulacién de mastocitos
* Activan a la lipooxigenasa

* El sistema de las Cininas:

Bradicinina * Aumento de la permeabilidad vascular
* Produce vasodilatacion
) * Dolor
Calidina *

Actividad gquimiotactica

* El sistema de la coagulacidn:
Fibrinopéptidos * Aumento de la perrneabilidad vascular

®

Quimiotactismo
* Inicia los sistemas de la coagulacion
fibrinolitico y de las cininas.

* Factor Hageman (factor XIIA)

Los mediadores quimicos que participan en etapas tempranas del
proceso inﬂamatorio son la histamina y las cininas. Las cininas son la
calidina (decapéptido) y la bradicinina ( gr bradys: lento y kenein:
movimiento); péptidos con estructuras quimicas y propiedades

farmacoldgicas relacionadas.



LA BRADICININA.

1.1.1. Sintesis:

En el plasma circula una proteina llamada precalicreina plasmatica,
esta proteina es hidrolizada por el factor Hageman ( FH: factor XIi;
proteasa que participa en la cascada de las cininas y de la coagulacién)
dando origen a la calicreina plasmética, esta a su vez activa al FH,
ejerciendo asi una retroalimentacion positiva sobre el sistema. La calicreina
plasmatica hidroliza cinindgenos de alto peso molecular (APM) vy el
producto es el nonapéptido bradicinina (BK) (Figura 1) (Proud y Kaplan,
1988).

PRECALICREINA PLASMATICA

+«— FACTOR HAGEMAN

/m

CALICREINA PLASMATICA

CININOGENOS APM ARG-PRO-PRO-GLI-PHE-SER-PRO-PHE-ARG

BRADICININA

FIGURA 1: Sintesis de la Bradicinina



1.1.2. Funciodn Fisiolégica:

En el proceso inflamatorio la bradicinina produce: vasodilacion,
aumento de la permeabilidad capilar, promocién de la acumulacién y
migracion de leucocitos, producciéon de dolor y estimula la produccién y

liberacion de otros mediadores quimicos (Dray, 1993).

1.1.3. Mecanismo de Accion:

Existen dos tipos de receptores de la bradicinina: la sintesis de los
receptores B, es inducida por traumatismos o agresiones patolégicas y
regulan la contraccién del musculo liso vascular. Los receptores B,
modulan la contracciéon del musculo liso (Utero de rata, fleon de cobayo,
musculo traqueobronquial); la vasodilatacién, el aumento de la
permeabilidad vascular, el dolor y estimula la produccién y liberacién de
otros mediadores quimicos que prolongan y mantienen el proceso
inflamatorio (Dray, 1993; Burch y Kyle, 1992).

En la membrana plasmatica de leucocitos y neuronas, la bradicinina
(BK) se une a receptores del tipo B, , estos receptores estan acoplados a
proteinas G, estas proteinas estimulan a las fosfolipasas A, y C. La

fosfolipasa A, hidroliza la unién éster sn-2 de los fosfolipidos membranales



(en particular fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) y libera A&cido
araquidodnico (AA). La fosfolipasa C separa el puente fosfodiéster y forma
1,2-diglicérido, del cual se libera AA mediante la accion consecutiva de la
digliceridolipasa y la monogliceridolipasa (Okazaki y col., 1981). Una vez
liberado el AA es oxigenado por la ciclooxigenasa y/o la lipooxigenasa;
generandose productos biolégicamente activos, entre ellos las
prostaglandinas y/o leucotrienos ( Figura 2 ) (Davies y col., 1984, Lindgren
y col., 1993). En las fibras sensoriales el inositol 1,4,5, trifosfato liberado
por la fosfolipasa C; se une a receptores localizados en las membranas del
reticulo endoplédsmico liso y libera Ca+ +; esto induce la liberacién de
neuropéptidos como la Substancia P, la Neurocinina A y el Péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (PRGC). En los macroéfagos vy el
endotelio vascular la BK estimula la sintesis de citocininas (IL- 1, TNF-a. ) vy
oxido nitrico ; en las células cebadas estimula la liberaciéon de histamina

(Dray, 1993).
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FIGURA 2: La Bradicinina estimula la produccién y liberacién de otros
mediadores quimicos.




1.2. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS:

Como se mencioné anteriormente el proceso inflamatorio es una
respuesta de defensa del organismo, sin embargo en algunas ocasiones
el proceso inflamatorio puede prolongarse y convertirse por si mismo en
nocivo o bien ser un estado crénico degenerativo como en la artritis
reumatoide y las cardiopatias reumaticas; en estos casos es necesario
recurrir al tratamiento con farmacos antiinflamatorios.

Los farmacos antiinflamatorios son de dos tipos: esteroidales y no
esteroidales. Los farmacos esteroidales mas utilizados son:
Dexametasona, Cortisona, Hidrocortisona, Prednisona y Prednisolona

(Figura 3 ) (Goodman y Gilman, 1991).

CH,OH
T 7
o <= OB R om
) g
-0
1] s
o ]
Cortisona Hidrocortisona
-]
oy ' i Dexametasona
° S <o - s
=] -]
| Prednisona Prednisolona

Figura 3: Estructura Quimica De Los Farmacos Antiinflamatorios
Esteroidales.



La actividad antiinflamatoria de los farmacos esteroidales se debe
a que:

1) Estimulan la sintesis de la lipocortina, proteina que inhibe a la

fosfolipasa A,, esto disminuye la liberacién de acido araquidénico y la

sintesis de sus metabolitos.

2) Inhiben a la 6xido nitrico sintetasa y la transcripcién de las citocinas:
IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-8 y TNF-a; esto a su vez inhibe la expresion de
moléculas de adhesion de las células endoteliales (Barnes, 1993).

El uso continuo de farmacos de tipo esteroidal causa los siguientes
efectos colaterales indeseables: mayor susceptibilidad a la infeccion,
ulcera péptidica, miopatia, nerviosismo, insomnio, cambios del estado
de &nimo, se han observado cataratas subcapsulares posteriores en
ninos, osteoporosis y fracturas vertebrales por comprension, inhibicién
del crecimiento en nifios (Goodman y Gilman, 1991).

Los farmacos no esteroidales mas utilizados son: el acido salicilico,
ibuprofén, indometacina y fenilbutazona (Figura 4 ) (Goodman y Gilman,

1991).
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FIGURA 4: Estructura Quimica De Los Farmacos Antiinflamatorios No
Esteroidales.

Los farmacos no esteroidales inhiben a la ciclooxigenasa, enzima
que cataliza la conversién de acido araquiddnico en prostaglandinas
(PGE,, PGF,, PGD,), tromboxanos y prostaciclinas; ademas inhiben la
migraciéon de leucocitos y macrofagos hacia el sitio lesionado e inhiben
la agregacion plaquetaria (Higg, 1987).

Los farmacos no esteroidales tienen en comun varios efectos

indeseables; el mas frecuente es la propensién a inducir ulcera géstrica o

N
o



intestinal que a veces puede acompanarse de anemia secundaria por la
pérdida de sangre, disturbios en la funcidn plaquetaria, reducen el flujo
sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva o cirrosis hepatica (Goodman y Gilman,
1991).

Los farmacos antiinflamatorios utilizados en la clinica tienen
numerosos Yy frecuentes efectos colaterales que se presentan
conjuntamente con el efecto deseado, llegando a ser necesario en muchas
ocasiones que el paciente abandone el tratamiento o bien que el médico,
para tratar de evitar o disminuir los efectos indeseables tenga que elaborar
tratamientos que no son los mas idoneos en cuanto a efectividad y
seguridad terapéutica; esto adquiere mayores dimensiones en aquellos
pacientes con enfermedades degenerativas de tipo crénico; por esta razén
algunos pacientes recurren a la medicina tradicional, asi, por ejemplo, las
especies de A/oe son utilizadas ampliamente en el tratamiento de todo tipo

de padecimientos inflamatorios.
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1.3. MEDICINA TRADICIONAL.

Actualmente se realizan investigaciones tratando de encontrar
nuevos antiinflamatorios con efectividad terapéutica y minimos efectos
colaterales. Sin embargo, los resultados han sido poco satisfactorios, ya
que la mayoria de estos farmacos son sintetizados tomando como modelo
la estructura quimica de los antiinflamatorios de uso actual, sobre todo
como los no esteroidales, obteniéndose por consiguiente compuestos que
no difieren de las propiedades farmacoldgicas y tdxicas de éstos.

Por lo que es necesario hacer una busqueda racional de nuevos
farmacos antiinflamatorios. Una fuente para tal blusqueda la constituyen las
plantas gue tienen gran aceptacion y son muy utilizadas en la medicina
tradicional.

En México las plantas mds utilizadas para el tratamiento de
padecimientos inflamatorios son: Cerasus capuli (capulin), Linum
usitassimum (linaza), Cissus cucurbitina (vid coral), Cordia boissieri
(anacahuite), Psoropyllum tagetoides (papaloquelite), Euphorbia maculata
(hierba de la golondrina), Cupresus sempervirens (ciprés), Tribulus cistoides
(abrojo rojo), lpomaca rosae (carape) vy varias especies de &loe (sé&bila)

como Aloe barbadensis. Actuaimente se hacen investigaciones para el



aislamiento de los principios activos antiinflamatorios de estas plantas
(Martinez, 1961).
La planta que ocupa nuestro interés en este estudio es el Aloe

barbadensis, conocida popularmente como sabila.

1.3.1. DESCRIPCION BOTANICA DE Aloe barbadensis Miller.

El Aloe barbadensis es una planta perenne, que pertenece a la familia
de las Lilidceas. Sus hojas, largas, carnosas y con bordes espinosos, se
acomodan en forma de roseta y se unen a un tronco muy corto, el cual
crece hasta 25 cm de largo en plantas adultas. Una planta tiene de 15-30
hojas que alcanzan hasta medio metra de altura y de 8-10 cm de ancho en
la base; son ligeramente céncavas por la superficie superior y convexas por
la inferior; de color verde y cuando son jévenes estan moteadas en blanco.
Las hojas jévenes se localizan en el centro y las hojas adultas o maduras
en la periferia. La inflorescencia es un denso racimo sobre un pedunculo de
30-50 cm de largo que surge del centro de la roseta. Las flores son de

color amarillo o rojo brillante (Figura 5 ) (Grindlay y Reynolds, 1986).

13
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FIGURA 5: Aloe barbadensis Miller.



1.3.2. TAXONOMIA Y DISTRIBUCION

A esta planta se le han asignado diferentes nombres cientificos

(Grindlay y Reynolds, 1986; Diaz, 1976).

Nombre cientifico Descrita por:
Aloe vulgaris Lamarck
Aloe vera Linneo
Aloe chinensis Baker
Aloe barbadensis Miller

La taxonomia de esta especie es:

Reino vegetal

Subreino | fanerogamas

Tipo Angiosperma

Clase Monocotiledonea

Orden Liliflorea

Familia Lilidcea

Genero | Aloe

Especie | barbadensis




Aloe barbadensis es originaria del sur y este de Africa, fue introducida
en las Islas Barbados en el siglo XVII. Actualmente es cultivada
ampliamente en la Republica Mexicana debido a sus diferentes usos en la
industria cosmética, farmacéutica y medicina tradicional (Reynolds, 1966;
Benson, 1982).

1.3.3. USOS MEDICINALES.

En México y otros paises, se extrae el gel del aloe para la preparacion
de pomadas y cremas, que ayudan a cicatrizar heridas, quemaduras, y en
general ulceraciones de la piel, ronchas, eczema, acné y otras afecciones
de la piel (Grindlay y Reynolds, 1986). Lopez (1988) menciona que en
algunas comunidades rurales de México el gel de Aloe se aplica de la

siguiente manera en el tratamiento de:

Modo de aplicaciéon

Heridas de la piel Se abre una hoja por la mitad y la pulpa se coloca sobre la herida

Inflamaciones La hoja se asa ¢ Unicamente se unta el jugo sobre la lesién

Dolor de muelas: Se ponen unas gotitas de la savia extraida de la hoja fresca en la
zona lesionada

Paperas Se asa una hoja, se corta en trozos y se amarra con una venda lo

mas caliente que el paciente soporte o se cuece la hoja y se
mezcla con sal para colocarla sobre la parte inflamada.

Erisipela Se corta una hoja y se abre longitudinal, se corta en trozos y se
le agrega aceite comestible o aceite rosado, luego se asa y se
coloca sobre la parte afectada

Mal aliento Se unta la savia extraida de la hoja fresca en el interior de la
boca
Laxante El acibar es el residuo sélido obtenido por evaporacion del liquido

amarillo que fluye al cortar transversalmente las hojas; se usa
como laxante.




1.3.4. COMPOSICION QUIMICA:

Los compuestos encontrados en A. barbadensis son: aloina,
aloe-emodina, Aacido aloético, 4acido crisofdnico, aloesina, aloesona,
emodina, 4cido crisaminico, B-barbaloina, isobarbaloina, O-glicésidos, &cido
galacturénico, arabinosa, galactosa, D-glucosa, D-manosa, D-xilosa, &cido
D-glucénico, glucosamina, &cido félico, acido citrico, 4cido L-malico, 4cido
succinico, d1-limoneno, B-mirceno, oxalato de calcio, colina, saponinas,
acido urdnico, &cido glutdmico, serina, treonina, asparagina, glutamina,
prolina, glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina,
lisina, histidina, arginina (Figura 6) (Waller, 1978; Henry, 1979; Hurtado y

col., 1984). 0 on o ¢ o
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FIGURA 6: Compuestos quimicos de Aloe barbadensis Miller
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1.4. ANTECEDENTES:

Existen reportes médicos y usos populares que mencionan la eficacia
del gel de las hojas frescas del A. barbadensis. Grindlay y Reynolds (1986)
en su monografia sobre Aloe vy el LN.I. (1994) mencionan los siguientes
trabajos: Collins y Collins (1937) presentaron el primer caso clinico en el
que aplicaron topicamente el gel a una paciente que habia sufrido
dermatitis severa, ocasionada por la exposicién excesiva a rayos X; en 5
semanas de tratamiento continuo con el gel de A. vera se restablecié
completamente la piel lesionada. Loveman (1937) aplicé tépicamente el gel
a 2 pacientes que presentaban Ulceras en la piel; en pocas semanas de
tratamiento disminuyd el area lesionada. Crewe (1937) traté Ulceras vy
quemaduras con el gel en pomada y en polvo; y en todos los casos
disminuyé el dolor, el ardor y el prurito; ademéas con este tratamiento
también se present6 actividad antiséptica y estimulé la formacién de tejido
nuevo. Blitz y col. (1963) administraron el gel por via oral a 12 personas
que padecian de Ulcera gastrica; y en un afo se recuperaron
completamente. Payne (1970) administré el gel a 5 pacientes después de

una cirugia periodontal; en una semana de tratamiento el dolor y la
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inflamacion disminuyeron. Northway (1975) afirmé que el gel es un
tratamiento apropiado para la curacion de padecimientos inflamatorios e
infecciones bacterianas que se presentan en animales domésticos. Cera y
col. (1975) reportaron que el gel inhibe las infeccciones producidas por
P.aeruginosa. Mortada y col. (1976) trataron con extractos de &loe, las
Ulceras presentes en la coérnea; este tratamiento ocasioné menos
reacciones celulares y pocos signos de irritacion.  Para evaluar la
actividad antiinflamatoria del gel de Aloe vera; Davis y col (1989)
administraron por via oral 20 mg de aloe, a los 30 minutos aplicaron por
via subcutdnea en la pata izquierda posterior alguna de las siguientes
soluciones (100 ug / 0.1 ml) : caolin, dextrdn, carragenina y albumina ;
como control administraron en la pata contralateral solucién salina 0.9%. El
aumento de volumen producido por el edema se midid antes y después de
la administracion del irritante por el método de desplazamiento del
mercurio. El gel de A.vera mostré actividad antiinflamatoria en todos los
grupos experimentales.

Davis y col (1989) administraron A.vera por via oral y tdpica (25 mg
/ kg) a ratones con heridas en la superficie de la columna vertebral, las

heridas se provocaron con una placa caliente, el tratamiento se llevd acabo
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por dos meses. Después de este tiempo observaron que cuando se
administré A.vera por via oral disminuyo el 62.5 % del diametro de la
herida y el 50.8 % en los animales que fueron tratados con A. vera por via

topica.

Vazquez y col. (1996) evaluaron la actividad antiinflamatoria de los
extractos acuoso, cloroférmico y etandlico de A.vera, en dos modelos de
inflamacion : El edema producido en el extremo de la pata posterior de
ratas y la migracién celular hacia la cavidad peritoneal, ambas respuestas
estimuladas por carragenina. Los  extractos acuoso y cloroférmico
disminuyeron el edema y el nimero de neutréfilos que migran hacia la
cavidad peritoneal ; el extracto etandlico unicamente disminuyd el nimero
de neutrdéfilos. Estos efectos fueron similares a los producidos por dos
farmacos antiinflamatorios: indometacina (10 mg / kg) y dexametasona
(0.5 mg / kg). Se determind la presencia de antraglicosidos, azlcares
reductores y glucosidos cardioténicos en el extracto acuoso; saponinas,
esteroides, triterpenoides y antraquinonas en el extracto etandlico;

antraquinonas en el extracto cloroférmico.

(3]
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Vézquez y col. (1994) evaluaron el efecto analgésico v
antiinflamatorio de tres extractos del gel de A.vera : Acuoso (100,200 vy
400 mg/kg), cloroférmico (5 ,25, 50, 100 y 400 mg/kg) y etandlico (12.5,
25, 50, 100 y 400 mg / kg ). Para evaluar el efecto analgésico emplearon
la prueba de contorcion inducida con &cido acético (60 mg /kg via
intraperitoneal ) en ratones machos, a los cuales se les administraron los
extractos acuoso vy cloroférmico por via oral, el etandlico y la indometacina
(10 mg / kg ; control ) por via subcutdnea. El efecto antiinflamatorio se
evalué en un modelo de inflamacién crénica; para lo cual implantaron por
seis dias pellets de algoddn estériles entre la piel y el musculo de ratas.
Los extractos se administraron por via oral durante seis dias, como
farmacos testigos se administré dexametasona (1 mg /kg , via subcuténea)
y fenilbutazona (100 mg / kg, via oral ). Al séptimo dia, extrajeron los
pellets y se secaron a 80 °C por 20 horas ; el peso del granuloma se
obtuvo restando el peso del algodén (50 mg + 1 ). En la prueba de
contorsién los extractos que mostraron mayor efecto analgésico fueron el
etandlico (12.5 mg/kg) y el cloroférmico (25 mg / kg) , los cuales inhibieron
las contorsiones en 64.5 % y 45.6% respectivamente, la indometacina

inhibié las contorsiones en 50 %. El desarrollo del granuloma fue inhibido
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por los extractos cloroférmico y etandlico (400 mg / kg ) en 43.8 % vy
21.7 % respectivamente; la fenilbutazona inhibié el granuloma en 45 % vy
la dexametasona 57.3%. En los trabajos antes mencionados se ha
demostrado el efecto antiinflamatorio de Aloe barbadensis, sin embargo no
existen evidencias farmacoldgicas que justifiquen su uso terapéutico como
agente antiinflamatorio, sélo Fugita y col. (1976) y Yagi y col. (1982)
mencionan la existencia de una proteina con actividad de bradicininasa en
las especies de Aloe arborescens y Aloe saponaria; o que posiblemente
explique parte del efecto antiinflamatorio de estas especies. Yagi y col.
(1987) reportaron que la glicoproteina que aislaron del gel de A.

arborescens tiene un peso molecular de 40 kilodaltones.



1.5. OBJETIVOS.
OBJETIVOS GENERALES:
1) Estudiar si en el gel de Aloe barbadensis existen compuestos con
actividad antibradicinina.
2) Caracterizar la naturaleza bioquimica del material con actividad

antibradicinina.

OBJETIVOS PARTICULARES:
a) Estandarizar la curva dosis-respuesta a bradicinina en el ileon
aislado de rata.
b) Fraccionar por métodos quimicos el gel de A. barbadensis.
c) Estudiar en cual de las fracciones separadas se encuentra el
material antibradicina, mediante la preparacion de fleon aislado de
rata

d) Aislar el material con actividad antibradicinina.
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Il. MATERIAL Y METODOS.
2.1. MATERIALES:
Todos los reactivos fueron de calidad reactivo analitico: bradicinina
(Sigma), sulfato de amonio (Merck), Sephacryl S-500 HR y Sephadex G-
100 (Pharmacia), Tubos de celulosa para diélisis No.4 de corte 12-14 Kd

(Spectrapor), reactivos para electroforesis (Sigma).

2.2.- RECOLECCION DE LA PLANTA:

El presente trabajo pertenece al proyecto de investigacion
“Inflamacién y antiinflamatorios de origen vegetal”. El Afloe barbadensis se
colect6 en el Municipio de Apaxco, Edo. de Méx., ubicado en la regién de
Zumpango, el cual se encuentra al norte de la Ciudad de Meéxico, al
noroeste de Toluca, localizdndose a los 19 ° 58.4 de latitud norte y a los
99 °10.1" de longitud oeste. Limita al norte con el Estado de Hidalgo; al
oriente y sureste con el municipio de Huypoxtla y por el sur y poniente con
Tequixquiac y Huehuetoca (Figura 7). El ejemplar botanico que respalda
esta investigacion fue depositado en el Herbario IZTA, de la ENEP Iztacala

de la UNAM con el nimero de registro 9052.
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Tequixquiac

FIGURA 7: Zona de colecta de A. barbadensis.

2.3. EXTRACCION DEL MATERIAL ANTIBRADICININA DEL GEL DE A.
barbadensis.
2.3.1. EXTRACCION DEL GEL.
Las hojas frescas de plantas maduras de &loe se lavaron y se les
cortaron los bordes espinosos; en seguida se abrieron longitudinalmente y
se extrajo el gel. El gel se homogenizd y se filtré a través de varias capas

de gasa; se centrifug6 a 10,000 rpm por 30 min a 4° C en una centrifuga



Sorvall Mod. RC - 5B. Se evalio la actividad antibradicinina del
sobrenadante (F-1) en el fleon aislado de rata (ensayo bioldgico).
2.3.2. FRACCIONAMIENTO CON SULFATO DE AMONIO:

El material (F-1) se fraccioné con (NH,),SO, al 35, 55, 75 y 100 %
de saturacion; como se describe en la Figura 8. Las precipitaciones se
llevaron a cabo en agitacién constante durante 48 horas a 4 °C (Cooper,
1977; Scopes, 1988). Las fracciones asi obtenidas F-35, F-55, F-75 y F-
100 se resuspendieron en agua destilada y se dializaron contra la misma
durante 48 horas a 4° C con agitacién constante, se liofilizaron
(Liofilizadora Mod. Labconco Freeze Dry system Lyph'Lock 4.5) y se

mantuvieron en congelacién hasta su utilizacion.

Para determinar la actividad antibradicinina de las fracciones
obtenidas del gel de A. barbadensis, se incubé 1 mg de la fraccién a
ensayar con 1.67 ug de bradicinina en 1 ml de amortiguador de fosfatos
10 mM, pH 7.4, por 30 minutos a 30 °C. Antes y después de ensayar la
actividad de las fracciones, se realizd una curva dosis respuesta control a
bradicinina, la cual se incubd previamente en 1 ml de amortiguadqr de

fosfatos 10 mM, pH 7.4, por 30 minutos a 30 °C.



RECOLECCION DE
Aloe barbadens's

!

EXTRACCION DEL GEL.

!

HOMOGENIZACION
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CENTRIFUGACION
10,000 rpm por 30 min 4 C

g

SOBRENADANTE
+— 209 g de (NH412304

CENTRIFUGACION
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, +—— 129 g de (NH,),SO,
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PRECIPITADO SOBRENADANTE
F-100

FIGURA 8: Fraccionamiento del gel de Aloe barbadensis por el método de
sulfato de amonio.
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2.4. CURVA DOSIS RESPUESTA A BRADICININA EN ILEON AISLADO DE

RATA.

Se utilizaron ratas Wistar, macho de 200-230 g de peso, se
sacrificaron por dislocacién cervical e inmediatamente se extrajo el ileon,
éste se fraccioné en segmentos de aproximadamente 2 cm, y se colocaron
en una camara para érgano aislado con 10 ml de solucién Tyrode, pH 7.4,
a una temperatura constante de 30 ° C, con burbujeo continuo de una
mezcla de O, y CO, (95:5 %) (Figuras 9 y 10). Posteriormente el tejido se
atd a un transductor Narco Bio Systems (NBS) Mod. F-60 que estaba unido
a un fisiégrafo de mesa Mod. DMP-4B (Narco Bio Systems) y se aplicé 0.3
g de tension. Se dejé estabilizar la preparacion por 15 min; el registro se
inicié cuando se observé que la frecuencia y el tono de la contraccion
muscular espontdnea eran constantes; en estas condiciones se registro la
actividad contractil basal durante un minuto, se realizé en seguida una
curva dosis respuesta a la bradicinina y después se continuo el registro por
otros 10 min; se lavé la preparacion varias veces con la solucion de
Tyrode, hasta observar su regreso al estado basal (S.D.P.U.E, 1974; Perry,

1970).



B) Se corta en la union ileocecal; el ileon se coloca en una caja de petri

con solucién Tyrode y burbujeo continuo de una mezcla de O,y CO, a 37°C

C) Se quitan las uniones mesentéricas y se lava el lumen con solucién Tyrode

FIGURA 9: Extraccién del ileon de rata.



Transductor

}——— ileon en solucién

FIGURA 10: Ensayo biolégico. El leon permanecié
en una camara para érgano aislado con solucién de
Tyrode a 30° C y burbujeo continuo de una mezcla

de 0, y CO, (95: 5).
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Después de una serie de ensayos se determiné que en el ileon aislado
de rata se puede realizar una curva dosis - respuesta a BK empleando las
siguientes concentraciones 2.5, 7.5, 17.5, 37, 74.4 y 143 nM, con esta
ultima concentracion se obtuvo el 100 % de la respuesta contractil.

De los registros (Figura 11) se consider6 el desplazamiento maximo
obtenido en mm para bradicinina 143 nM como el valor del 100 % de
respuesta y los porcentajes de respuesta menores obtenidos con las
concentraciones menores de bradicinina se calcularon de acuerdo a la

siguiente relacion:

% Respuesta = Desplazamiento (mm) x 100

Desplazamiento Max. (mm)

Con los datos obtenidos se construyeron curvas dosis- respuesta,
para lo cual se graficé el logaritmo de la concentracion de BK contra la

fuerza de contraccién expresada como porcentaje de la respuesta méaxima.
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FIGURA 11: Registro de una curva dosis - respuesta a: a) bradicinina
(Bk) y b) bradicinina incubada con la fraccion F-55 en ileon aislado de rata.

¥
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2.5. FILTRACION EN GEL DE SEPHACRYL S-500HR.

Con en fin de eliminar los polisacédridos de alto peso molecular
(mucilagos) que hacen muy viscosa la solucién de la fraccién 55 y como
preparativo para su filtracion en Sephadex G-100, se pasd esta fraccién
por una columna de Sephacryl S-500HR.

La columna de Sephacryl se preparé de la siguiente manera:

25 g de Sephacryl S-500HR se resuspendieron en 500 ml de Tris 0.05 M,
pH 7, se agitd enérgicamente hasta obtener una mezcla homogénea;
después se dejé reposar por 15 min, se separé el sobrenadante por
decantacién y se adicionaron 200 ml de la misma solucién reguladora. La
operacion anterior se repiti6 dos veces mas y el sedimento final se
resuspendié en 200 ml de Tris. Se empacd una columna de 40 cm de
altura y 2 cm de didmetro y se equilibré por 48 horas con Tris 0.05 M, pH
7 a 4° C ( Hagel y col., 1989; Pharmacia Fine Chemicals, 1990).

La fraccién 55 se resuspendié en amortiguador de fosfatos 0.05 M y
NaCl 0.15 M, pH 7, se filtré a través de la columna de Sephacryl S-500HR
y se empled el mismo amortiguador como eluyente a una velocidad de flujo

de 21 ml / h a 4°C (Hagel y col, 1989).

33



El filtrado se precipité con sulfato de amonio para concentrar la
muestra; se resuspendié y dializé contra agua destilada a 4° C por 48
horas, después se liofilizé para obtener la fraccién SH; posteriormente se

determind la actividad anti-BK.

2.6. FILTRACION EN GEL DE SEPHADEX G-100.

La columna de Sephadex G-100 se preparé de la misma manera que

la columna de Sephacryl S-500HR.

La fraccion SH se resuspendié en amortiguador de fosfatos 0.05 M y
NaCl 0.15 M, pH 7, se filtré a través de la columna de Sephadex G-100 y
se empled el mismo amortiguado_r como eluyente a una velocidad de flujo
de 20 ml / h a 4° C. Empleando un colector automatico de fracciones
Beckman modelo 132, se obtuvieron fracciones de 2 ml, a las que se
determind su absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer

Mod. Lambda 11 UV /Vis (Hagel y col, 1989).
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2.7. DETERMINACION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS.
Se determind la concentracion de proteinas y carbohidratos de las
fracciones con actividad antibradicinina, por los métodos de Bradford y del

fenol acido sulfdrico, respectivamente.

2.7.1. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE
BRADFORD.

Se realizdé una curva patron con albimina sérica bovina, de 10 a 100
mg en 100 ml de agua destilada, se adicionaron 5 ml del reactivo de azul
de Coomasiee G250 y se mezclé evitando la formacion de espuma; las
muestras se leyeron a 595 nm después de 2 minutos y antes de una hora

de haber preparado las muestras.

Para determinar la concentracién de proteinas de cada una de las
fracciones, se resuspendi6 1 mg en 100 ml de agua destilada y se le
adicionaron 5 ml del reactivo de azul de Coomasiee G250, también se

leyeron a 595 nm (Hammond, 1984).



2.7.2. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS POR EL METODO

DEL FENOL ACIDO-SULFURICO.

Se realizé una curva estandar con dextran, de 10 a 100 mg en 500
ml de agua destilada, se adicion6 1 ml de fenol al 5 % y 2.5 ml de &cido
sulfurico concentrado; las muestras se mantuvieron a temperatura
ambiente por 10 min, después se incubaron a 30° C por 20 minutos y se
leyeron a 490 nm.

Para determinar la concentracion de carbohidratos de cada una de las
fracciones, se disolvié 0.5 mg en 500 ml de agua destilada; las muestras

se sometieron al procedimiento antes descrito ( Sturgeon, 1990).

2.8. ELECTROFORESIS.

Para conocer el grado de pureza de la fraccion GB, asi como para la
determinacién aproximada del peso molecular de las proteinas presentes en
esta fraccién, se analizé mediante electroforesis en geles desnaturalizantes

de poliacrilamida al 10 %.



El tamarfio de los geles fue de: 60 x 90 x 1 mm. Después de preparar
la matriz de poliacrilamida del gel separador (Ver apéndice); se adicion6
agua destilada en la superficie del gel para que la polimerizacién fuera
homogénea (polimeriza en 30 minutos). Una vez asegurada Ia
polimerizacion del gel separador, se eliminé la capa de agua y se aplicé 1
ml de la mezcla del gel concentrador (Ver apéndice). Sobre la solucién del
gel concentrador se colocd un peine para la formacién de los pozos de
aplicacion de las muestras, evitando la formacién de burbujas (polimeriza
en 30 minutos). Una vez que el gel concentrador polimerizé se llenaron los
compartimentos de la camara con el amortiguador de corrida glicina 0.192
M, Tris 0.025 M, SDS 0.1 % (Smith, 1984).

Se colocaron 50 pg de la fraccion GB y 6 ul de proteinas patron
(Sigma electroforesis calibration); en ambos casos se mezcldé en relacién
1:1 con amortiguador de muestra 2x (Ver apéndice). Las muestras se
depositaron en los pozo evitando que se mezclaran con el amortiguador de
corrida (Smith, 1984).

Para la migracién de las muestras se aplicaron 120 mV. Se suspendid

la electroforesis hasta que el colorante azul de bromofenol usado como
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indicador migré al final del gel, aproximadamente en 1 hr (Equipo de
electroforesis Bio Rad modelo Mini Protean Il Cell) (Smith. 1984).

El gel se introdujo en una solucion fijadora de colorante (Ver
apéndice) durante 24 hrs; después se dializé en una soluciéon de &cido
acético-metanol-agua (Ver apéndice) para eliminar el excedente de
colorante, efectuando varios cambios y cuidando de no exceder el proceso
de decoloracién (Smith. 1984).

2.1. Se tomaron medidas del maximo corrimiento del indicador, asi como
de la migracion de proteinas para el calculo de los Rf's, con los cuales se
elaboré una curva de calibracién para asi determinar el peso molecular de

las proteinas presentes en la fraccién GB (Smith, 1984).

2.9 ANALISIS ESTADISTICO:
Para evaluar las diferencias significativas entre los tratamientos, se

aplicé la Prueba de "t" de Student para una P< 0.05.



lll. RESULTADOS.

3.1. CURVA DOSIS RESPUESTA A BRADICININA:

Después de una serie de ensayos se determind que en el ileon aislado de
rata, es posible obtener una curva dosis respuesta a bradicinina; las
concentraciones administradas fueron 2.5, 7.5, 17.5, 37, 74.4, 143 nM; siendo la
concentracion de 143 nM con la cual se obtuvo el 100 % de la respuesta maxima
del intestino

En la Fig.12 se muestra la curva semilogaritmica dosis- respuesta a
bradicinina, en la cual se observa que la respuesta del tejido a la bradicinina es
dependiente de la concentracion; cuando se aplicd 143 nM de bradicinina la
respuesta fue maxima, ya que al aplicar concentraciones mayores de 143 nM la

respuesta permanecio constante.
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FIGURA 12: Curva dosis-respuesta a badicinina
del ileon aislado de rata (X + E.E.M., n=6).
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3.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBRADICININA DEL GEL

DE A barbadensis

En fa curva dosis respuesta a bradicinina previamente incubada con la

fraccion F-1 se observa que disminuyd la respuesta del intestino a la bradicinina,

en comparacion con el control, como puede observarse en la figura 13.
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FIGURA 13 : Efecto de la fraccion F-1 sobre la respuesta a
bradicinina del ileon aislado de rata (x + E.E.M ; n=6) (p < 0.05).
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Una forma rapida y sencilla de conocer si el material con actividad
antibradicinina era de naturaleza proteinica, fue hervir Ia fraccion F-1 por 10 min.
Después se incubd con la bradicinina y se valordé la actividad antibradicinina
mediante el bioensayo. con esta mezcla se obtuvo el 100 % de la respuesta de

la misma forma que en el control como puede observarse en la figura 14.
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FIGURA 14: Respuesta del ileon aislado de rata a: a) bradicinina y b)
bradicinina incubada con la fraccién F-1 hervida; (X + E.E.M.; n = 6) (p< 0.05).
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3.3. AISLAMIENTO DEL MATERIAL CON ACTIVIDAD ANTIBRADICININA
DEL GEL DE A barbadensis.
3.3.1. FRACCIONAMIENTO CON SULFATO DE AMONIO:

Las fracciones obtenidas por precipitacion con sulfato de amonio fueron F-
35, F-55, F-75 y F-100, las cuales se incubaron por separado con bradicinina y
se determind su actividad antibradicinina; en la figura 15 se puede observar que
solamente la fraccion F-55 disminuy6é la actividad de la bradicinina en la

preparacion de intestino aislado.
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FIGURA 15 : Efecto de las fracciones:F35,F55 4F75 Yy F100
sobre la respuésta a bradicinina del ileon aislado de rata
‘(x+ E.EEM.; n=6) (p< 0.05).
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La Figura 16 muestra la curva dosis-respuesta a BK previamente
incubada con la fraccidn F-55, como puede observarse la respuesta del intestino

es menor en relacion a la curva control.
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FIGURA 16 : Efecto de la fraccion F-55 sobre la respuesta a bradicinina del
ileon aisladoderata (X+E.EEM;n=6) (P<0.05).
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3.3.2. FILTRACION DE LA FRACCION F-55 A TRAVES DE SEPHACRYL
S-500HR.

Al realizar el bioensayo con las fracciones obtenidas por precipitacion con
sulfato de amonio a diferentes porcentajes (35, 55, 75 y 100%), se observd que
solo la F-55 tuvo actividad antibradicinina; esta fraccién se filtré a través de una
columna de Sephacryl S-500HR para eliminar los carbohidratos, y al incubar
bradicinina con la fracciéon obtenida de esta columna (F-SH) y realizar el
bioensayo se observé un significativo efecto antibradicinina, como puede

observarse en la figura 17.
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FIGURA 17 : Efecto de la fraccion F-SH sobre la respuesta a
bradicinina del ileon aislado de rata (X + E.E.M ; n = 6) (p<0.05).
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3.3.3. FILTRACION DE LA FRACCION F-SH A TRAVES DE SEPHADEX

G-100.

La fracciéon F-SH proveniente de la fraccién F-55; se filtré a través de una
columna de gel de Sephadex G-100, para separar proteinas en base a su peso
molecular. De ésta columa se colectaron 110 fracciones de 2 ml y a cada una se
le determind su absorbancia a 260 nm. En la Figura 18 se muestra la grafica del
numero de fraccion contra su absorbancia, observandose 4 picos, en base a
esto se reunieron las muestras que quedaron dentro del area de cada pico,

formandose asi 4 fracciones: F-GA, F-GB, F-GC y F-GD.
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FIGURA 18: Perfil de elucion de la fraccion F-SH filtrada a través de una
columna de Sephadex G100.
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Se incubé la bradicinina con cada una de las fracciones y se ensayaron en
el ileon aislado de rata: en la Figura 19 se puede observar que solo la fraccién F-
GB mostré actividad antibradicinina disminuyendo la respuesta maxima en un

67%.
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FIGURA 19 : Efecto de las fraccionest GA ;GB ;GC y GD
sobre la respuesta a bradicinina del ileon aislado de rata

(x+ E.EM.; n=6) (p<0.05).
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En la Figura 20 se muestra la curva dosis-respuesta a BK incubada con la

fraccion F-GB.
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FIGURA 20: Efecto de la fraccion F-GB sobre la respuesta
a bradicinina del ileon aislado de rata (x + E.E.M.; n= 6)
(P<0.05).
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3.4. COMPOSICION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS DE LAS

FRACCIONES CON ACTIVIDAD ANTIBRADICININA.

En la Tabla 3 se muestran los datos que corresponden a la composicion
porcentual de proteinas y carbohidratos presentes en las fracciones con
actividad antibradicinina; puede observarse que después de la purificacion
parcial de la fracciéon F-1 aumenté la proporciéon de proteinas, mientras que la de
carbohidratos disminuyé en cada una de las fracciones. La filtracion por
Sephacryl S-500HR  elimind los carbohidratos de alto peso molecular y
concentré el material proteinico de la fraccion F-SH. En la fraccion F-GB

solamente se encontrd 9 % de carbohidratos.

Tabla 3: COMPOSICION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS DE LAS
FRACCIONES CON ACTIVIDAD ANTIBRADICININA DEL GEL DE
A. barbadensis.

PORCENTAJE DE:
ETAPA DE PURIFICACION
PROTEINAS CARBOHIDRATOS
Gel Homogenado (F-1) 51 49
Precipitacion con (NH4):SO, al 69 31
_55_% de saturacion  (F-55)

Sephacryl S-500HR  (F-SH) 76 24
Sephadex G-100 (F-GB) 91 9
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3.5. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS FRACCIONES CON ACTIVIDAD
ANTIBRADICININA.

En la Tabla 4 se observa que conforme avanzé el proceso de purificacion
de la fraccién F-1, se incrementd la actividad especifica; también se puede
observar que el indice de purificacion del material antibradicinina fue de 7.2
veces en la fraccion F-GB con respecto a la fraccion F-1. Estos datos de
purificacién de proteinas y de actividad especifica, también se correlacionan con
la actividad antibradicinina, como puede observarse en la Figura 26, ésta fue del

67% para la fracciéon GB.

Tabla 4: ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS FRACCIONES CON ACTIVIDAD

ANTIBRADICININA.
ACTIVIDAD ESPECIFICA | INDICE DE
ETAPA DE PURIFICACION: nmol BK/min/g PUREZA
proteina
Gel Homogenado (F-1) 103.63 1.00
Precipitacion con (NH.:S0. al 55 % de 267.89 258
saturacién (F-55)
Sephacryl S-500HR  (F-SH) 470.26 454
Sephadex G-100  (F-GB) 747 .46 7.21
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3.6, CARACTERIZACION DEL MATERIAL CON ACTIVIDAD
ANTIBRADICININA.

En la Figura 21 se muestra la separacion electroforética en gel de
poliacrilamida al 10 % de las proteinas presentes en la fraccion GB; se observan

dos bandas de proteinas en el carril en el que se colocd la fraccidén F-GB.

MIOSINA (212)

FOSFORILASA B (97)

ALBUMINA SERICA (68)

” OVOALBUMINA (45)
St

?ﬁ ANHIDRASA CARBONICA
= (31}

ammotae B-LACTOGLOBULINA (18

ﬂ LISOZIMA (14)

— s (OO HAN'[E

FIGURA 21: Separacion electroforética en gel de poliacrilamida al 10 % con

SDS de la fraccion GB (carril 1, 50 ug). En el carril 2 se muestran los
marcadores de peso molecular utilizados.
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En la Figura 22 se muestra la curva patron realizada con las proteinas
estandares, las cuales fueron: miosina (212 000), fosforilasa B (97000), albumina
sérica (68000), ovoalbumina (45000), anhidrasa carbdnica (31000), B-
lactoglobulina (18000), lisozima (14000); como puede observarse en la grafica la
movilidad de las proteinas es inversamente proporcional a su peso molecular.
Con esta curva se estimaron los pesos moleculares aproximados de las dos
bandas de proteinas separadas de la fraccién activa (F-GB), siendo éstos de 40,
000 y 20, 000 Daltones; también se observa en el gel que la mayor proporcion

corresponde a la proteina de 40 kDa.
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FIGURA 22: Curva de calibracion de peso molecular.
El Rf se determind dividiendo la distancia en cm en
que se encontrd la banda de proteina entre la distan-
cia de migracién del colorante azul de bromofenol.
Las proteinas marcadoras utilizadas se indican sobre
la grafica. Las flechas sefalan los puntos que corres-
ponden a la movilidad de las 2 bandas de proteinas
de la fraccion GB.
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IV. DISCUSION

En el presente trabajo se utilizdé el homogenado del gel de Aloe
barbadensis para estudiar si existen compuestos con actividad
antibradicinina; respuesta que ayudara a explicar el efecto antinflamatorio
que la tradicion y la cultura médica popular le atribuyen al gel de Aloe
barbadensis.

Se estandarizé el ensayo biolégico, que consiste en curvas dosis-
respuesta a bradicinina en la preparacion del ileon aislado de rata, esto fue
necesario para conocer las concentraciones a las que responde el tejido, y
asi determinar la actividad antibradicinina del extracto. Partimos de las
concentraciones empleadas por Rodriguez y col. (1992) en elileon aislado
de cobayo; en el cual obtuvieron la respuesta maxima con 40nM. En el
presente trabajo la respuesta contractil maxima se obtuvo con bradicinina
143 nM {Figura12); de lo cual resulté que el fleon de rata es 3.5 veces
menos sensible que el ileon de cobayo, pese a lo cual fue posible
determinar la actividad antibradicinina de las fracciones aisladas del Aloe.
Este proceso de estandarizacion fue importante porque no existen reportes

de curvas dosis-respuesta a bradicinina en ileon aislado de rata.
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Fujita y col. (1976); Yagi y col. (1982) aislaron de otras especies de
Aloe una glicoproteina con actividad antibradicinina. Tomando en cuenta
este antecedente, se incubd bradicinina con el homogenado del gel de A.
barbadensis (F-1) para determinar la actividad antibradicinina. En el ensayo
bioldgico la respuesta contractii maxima a bradicinina del fleon de rata
disminuyé el 10 % en comparacion con el control (figura13). Para
corroborar la naturaleza proteinica del material con actividad
antibradicinina, se sometid la fracciéon (F-1) a ebulliciéon; en el ensayo
bioldgico no se observaron diferencias entre la BK incubada con la fraccion
hervida y el control (Figura14); es decir desaparecié la actividad
antibradicinina, suponemos que por desnaturalizacién de proteinas.

Esta evidencia nos reafirmd que el material con actividad
antibradicinina es de naturaleza proteinica y que requiere su estuctura
nativa para su actividad; por lo cual para continuar con el aislamiento del
principio activo antibradicinina se utilizaron procedimientos para la
extraccion y purificacién de proteinas.

En la etapa inicial del aislamiento de proteinas se utilizé el
fraccionamiento con sulfato de amonio (35, 55,75, 100) técnica comun

para este proposito. Las proteinas precipitadas con sales neutras como el
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fraccion obtenida con sulfato de amonio al 55 % de saturacion mostré actividad
antibradicinina (figura 17).

Para eliminar los polisacaridos que hacen viscosa la solucion de la
F-55 y prepararla para la cromatografia de filtracion en gel, se pasé a través de
una columna de Sephacryl S-500 HR, que es un copolimero de alil dextran y
N,N- metilén bisacrilamida y medio de eleccién para separar polisacaridos y
otras moléculas con estructuras extendidas y aun particulas pequenas como
los plasmidos. En este paso, ademas de reducir la viscosidad de la fraccion F-
55, con la eliminacion de polisacaridos se logré aumentar la actividad especifica
(tabla 4).

Para separar las proteinas presentes en la fraccion F-SH en base a
su tamano molecular se filtré a través de una columna de Sephadex G-100, que
es un gel formado con dextran entrecruzado con epiclorina que permite la
separacion de proteinas entre 4 y 100 kDa. De la cromatografia se obtuvieron 4
fracciones, de las cuales la GB mostré actividad antibradicinina (figura 18).

Mediante la separacion electroforética en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 10 % se determiné que en la fraccion F-GB existen dos
proteinas con un peso molecular de aproximadamente 40 y 20 kDa; siendo la

primera la que se encuentra en mayor proporcion ( figura 21).
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Se determind la cantidad de proteinas en cada una de las fracciones con
actividad antibradicinina para determinar su actividad especifica. La actividad
especifica de cada fraccién, se expresa en nanogramos de bradicinina
hidrolizada por minuto por miligramo de proteina de la fraccion con actividad
antibradicinina. Después de las diferentes etapas de purificacién a la que fue
sometida la fraccion F-1, se logré aumentar la actividad antibradicinina 7.2
veces.

La proporcién de proteinas aumentd mientras que la carbohidratos
disminuyd en cada una de las fracciones con actividad antibradicinina; la
permanencia de carbohidratos aun después de varios pasos de purificacién,

nos sugiere que el material con actividad antibradicinina sea una glicoproteina.

Entre las perspectivas que presenta este trabajo podriamos
considerar las siguientes: determinar el sitio en el que es hidrolizada la
bradicinina.; estudiar la actividad antibradicinina en diferentes condiciones de
pH y temperatura; y, analizar la composicién de aminoacidos de la proteina con

actividad antibradicinina.
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V. CONCLUSIONES.

Se aislé del gel de Aloe barbadensis una fraccién compuesta por

dos proteinas de 20 y 40 kDa con actividad antibradicinina.

La actividad antibradicinina fue posible determinarla mediante el

bioensayo del ileon aislado de rata.

La actividad antibradicinina explica en parte las propiedades

antiinflamatorias atribuidas al gel de A. barbadensis.
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VI. ANEXO:

SOLUCION TYRODE:
Composicién (mM):NaCl (138), KCI (2.7), MgCl, (1.05), NaH,PO,

(0.42), NaHCO5 (11.9), glucosa (5.5) y CaCl, (1.8).

DIALISIS.

Se utilizaron tubos para didlisis ( Spectrapor # 4) de corte de 12 - 14
Kd. Los tubos se calentaron a 100 °C con 1 g de bicarbonato de sodio y 0.1 g
de etilendinitrilotetracetato disédico (EDTA) en 100 ml de agua destilada. Una
vez enfriados se hicieron varios lavados con agua destilada y se guardaron a 10

°C en refrigeracion, hasta su uso.

REACTIVO DE BRADFORD.

Se disolvieron 10 mg de Azul de Coomassie G-250 en 5 ml de
etanol 95 % ; en seguida se adicionaron 10 ml de acido fosférico 85 %; esta
solucién se llevé a un volumen final de 100 ml con agua destilada. El reactivo
se filtr6 a través de papel Whatman No.1y se conservé en una botella ambar a

temperatura ambiente.
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SOLUCIONES STOCK PARA ELECTROFORESIS.

1.- Soluciéon de mondmeros: Se disolvieron 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de
bisacrilamida en 100 ml de agua destilada. Esta so_luci()n se almacend en un
frasco &mbar a 4 *C.

2.- Amortiguador del gel de separador 4 % ( Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8) : 36.4 g de
"Tris" se disolvieron en 100 ml de agua destilada y se ajusté a pH 8.8 con HCI.
posteriormente se agregd agua destilada para obtener un volumen final de
200ml.

3.- SDS al 10 %: Se disolvieron 5 g de dodecil sulfato de sodio en 50 ml de
agua destilada.

4 - Iniciador de gelificacion: Se disolvié 1 g de persulfato de amonio en 10 ml de
agua destilada.

5.- Amortiguador del gel concentrador 4 % (Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8): 3 g de Tris
se disolvieron en 25 ml de agua destilada y se ajusté la solucién a pH 6.8 con
HCI. Se ajusté con agua destilada a un volumen final de 50 ml.

6.- Amortiguador de corrida (glicina 0.192 M ; Tris 0.025 M; SDS 0.1 %) : A 28.8
g de glicina se adicionaron 6 g de Tris y 20 ml de la solucion 3; posteriormente
se agregaron 1000 ml de agua destilada y se corroboré que la solucion tuviera

un pH de 8.3 para posteriormente agregar 980 ml de agua destilada.
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7.- Amortiguador de muestra 2x: Se prepard con 10 ml de la solucién 5, 10 ml
de la solucién 2, 1 ml de B-mercaptoetanol, 10 ml de glicerol y 19 ml de agua
destilada.

8.- Solucién para tenir: A 0.25 g de azul de Coomassie R250 se disolvieron en
125 ml de metanol, 25 ml de acido acético y 100 ml de agua.

9.- Solucién para destenir: Se mezclaron 100 ml de metanol, 25 ml de acido

acético y 800 ml de agua.

PREPARACION DEL GEL SEPARADOR:

Mini gel (10 %):

SOIBIONT T oo 1.66 mi
SOlUCION 2. 1.25 rﬁl
BOIBION s 0.05 mi
o [3101 70 g i S 0.40 ml
TEMED.....cooiieeieeee, 0.0025 ml
Agua destilada...................... 2.1ml
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PREPARACION DEL GEL CONCENTRADOR:
SOIIBIOH T..ccccmmmmmunnunenad. 8 Ml

SOIUCION 5. 1.25 ml

SOIUGION 3. 0126 Ml

solucion4.......ccccveeeeevveee..0.35 ml

Agua destilada....................... 2.85 ml
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