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RESUMEN

En este trabajo se determiné la fototoxicidad in
vitro sobre eritrocitos humanos, de los principios
activos del Aloe vera, emodina aloe-emodina y rheina.
Esto fue analizado por medio de espectrofotometria
UV-Vis y fluorescencia en diferentes medios, bajo
fuentes de irradiacion Visible y UV-A. El estudio de la
capacidad antioxidante de estos tres compuestos se
determind mediante estudios de quimioluminescencia
y se compar6 con la de las vitaminas E y C. La
capacidad de desactivar radicales hidroxilo fue
evidenciado para la Emodina y Rheina, siendo similar
a las de la vitaminas E y C. Mientras que la capacidad
antioxidante de la Aloe-emodina fue mucho menor que
las anteriores.

ABSTRACT

In this work was detected the in vitro phototoxicity
of emodin on red blood cells. The phototoxicity was
determined by means of espectroscopia UV-Vis and
fluorescence and in different means (in inert
atmosphere and/or oxygenated); on different irradiation
sources visible and UV-A light. The antioxidant activity
of these drugs was determined by chemiluminescence
and compare with vit. E and C. The capacity to disable
hydroxyl radicals was evidenced for the emodin and
rhein, being similar to those of the vitamins E and C,
while the capacity antioxidante of the aloe-emodina it
was much smaller that the previous ones.
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INTRODUCCION

A pesar de las propiedades medicinales,
relativamente eficaces, que la hojas de Aloe vera
contienen, en el tratamiento de enfermedades como la

artritis, actividad antitumoral, antibacterial y
anticancerigena, evaluadas en diversos sistemas
celulares (Davis et al, 1992) (Inbaraj, 1999a), son
numerosos los trabajos que revelan a estas sustancias
como agentes citotoxicos y/o genotoxicos (Avila et
al, 1997) (Morita et al, 1988). De igual manera han sido
comprobadas las mismas acciones biologicas de sus
principios activos, las antraquinonas emodina, aloe-
emodina y rheina. Otros estudios revelan que algunas
antraquinonas sintéticas y de origen vegetal son
capaces de producir radicales libres y oxigeno singlete
('0,) altamente citotoxico, cuando se irradian con luz
visible, UVA 'y UVB (Vargas, 1997) (Vargas, 2000)
(Inbaraj et al, 1999b). Clinicamente se han reportado
algunos casos de fototoxicidad, como fotodermatitis
(Brandao y Valente, 1988) causados por antraquinonas
sintéticas y también por preparados provenientes de
Aloe vera (Dominguez-Soto, 1992). La capacidad
fotosensibilizante (generacion de oxigeno singlete) de
estos derivados puede ser empleada en el tratamiento
conocido como terapia fotodinamica, en la cual células
tumorales pueden ser destruidas por la accion de
drogas fotosensibilizantes como la emodina (Vargas
et al, 2001). También ha sido posible descontaminar
de virus y bacterias en concentrados de plaquetas
(fotoesterilizacion de derivados sanguineos mediante
fotosensibilizadores) con la finalidad de ser empleadas
de manera confiable en transfusiones (Vargas y Pelaez,
2000).

Ha sido de nuestro interés el estudio de la
fototoxicidad mediante los ensayos in vitro
(fotohemolisis) sobre eritrocitos humanos. De este
estudio se determinaran los mecanismos fotooxidantes
de tres principios activos del Aloe vera, la Emodina,
Aloe-emodina y Rheina. También se evaluaran las
capacidades que posiblemente tengan estos 3
compuestos de secuestrar radicales libres oxigenados
formados en un medio neutro. Esta capacidad
antioxidante podra ser medida mediante la restriccion
de la quimioluminescencia producida por el luminol e
isoluminol inducida por iniciadores como H,0, y
FeSO, en presencia de estas antraquinonas.
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METODOLOGIA

Para el experimento de fotohemolisis se obtuvo una
suspension de eritrocitos (globulos rojos), a partir de
la centrifugacion de sangre humana completa. Estos
globulos rojos fueron lavados 3 veces con una
solucion salina de buffer fosfato (PBS) de pH 7.4 y
centrifugados de nuevo, mientras que el sobrenadante
fue eliminado. Se prepararon dispersiones de glébulos
rojos diluidas en PBS y se procedié a medir sus valores
de absorbancia hasta obtener una lectura entre 0.600 y
0.800 a 650 nm, esto con la finalidad de tener en la
dispersion una cantidad aproximada de 3,3 x10° células/
ml. Estos ensayos de fotohemolisis sobre eritrocitos
humanos con Emodina, Aloe-emodina y Rheina (1.0 x
102 M a 1.0 x 10° M en etanol) fueron desarrollados
segun los métodos establecidos en la referencia
(Vargas et al, 1998). Las soluciones se mantuvieron a
temperatura ambiente bajo la irradiacion de dos
lamparas Osram de mercurio con filtro envoltorio que
emiten en la zona UV-A (320 —400 nm, 18 mW/cm?).
También se repitieron los ensayos irradiando con un
laser de nitrogeno (UV-A, 337 nm, GL-3300 Photon
Technology International, New Jersey, USA) con
potencia de 2.4 MW a 5 Hz y 1.45 mJ de energia por
pulso). Luego se irradiaron las muestras con nueve
tubos de luz fluorescente negra, en la zona UV-B (290
— 320 nm, 3.3 mW/cm?) en un equipo Rayonet. La
distancia entre la fuente de luz y la muestra no
sobrepasaban los 10 cm.
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Para el estudio mecanistico del proceso de
fotohemolisis el mismo procedimiento anterior fue
repetido pero ahora en presencia de aditivos como:
glutation reducido (GSH) atrapador de radicales libres
y azida de sodio (NaN,) atrapador de oxigeno singlete
('0,). Ademés, se prepararon muestras de control en
la oscuridad. Se procedié al andlisis espectro-
fotométrico de manera analoga al procedimiento
anterior. Todos los experimentos fueron realizados 3
veces por separado.

La actividad antioxidante de los compuestos 1,2y
3 se determind en sistemas libres de células mediante
la desactivacion de la quimioluminescencia (QL) del
luminol e isoluminol inducida por iniciadores como
H,0O, yFeSO, apH neutro (Yildiz y Demirytirek, 1998a).
Las soluciones de luminol (250 mM/PBS), de NaOH
2M y PBS fueron inyectadas sobre las de las
antraquinonas (1.0 x 102 M a 1.0 x 10-° M) en etanol. Se
midieron las cinéticas de QL a 37°C durante 10 minutos.
Los patrones fueron utilizados en ausencia de las
drogas. Activacion de la luminescencia del isoluminol
mediante la peroxidasa de rabano se procedio igual al
procedimiento anterior. También se pudo estudiar la
desactivacion de la quimioluminescencia por las
drogas 1, 2 y 3 producida mediante la generacion de
radicales hidroxilos por la reaccion entre FeSO, (1x10-
*M/PBS) y luminol (Yildiz, et al, 1998b). Inmediatamente
se midieron las cinéticas de QL a 37°C . Las medidas
fueron realizadas en un luminémetro Luminoskan
Ascent (ThermoLabsystems, Finland) sobre platos de
96 pozos.

Los compuestos Emodina, Aloe-emodina y Rheina
fueron suministrados por Sigma (St Louis, USA). Todos
los solventes utilizados fueron del grado analitico o
HPLC suministrados por Merck (Darmstadt, Germany).
GSH, NaN,, H,0, y FeSO, fueron suministrados por
Aldrich (Steinheim, Germany).

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante los ensayos in vitro de fotohemolisis se
determiné que la Aloe-emodina es mas fototoxica, que
la Emodina y la Rheina. En especial
se resalta que esta ultima mostré un
caracter muy poco fotohemolitico

(Figura 1).
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Figura 1. Hemolisis de eritrocitos
fotosensibilizada por Aloe-
emodina, Emodina y Rheina. Cada
punto representa la media *SEM
(< 7 %) derivada de tres mediciones.
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La accion fototoxica sobre los eritrocitos fue
realizada también en condiciones anaerobicas lo que
resultod ser 5 veces menor que en las aerobicas. Este
resultado indica la participacion de especies
oxigenadas reactivas en el proceso, como el oxigeno
singlete ('0,). La participacion de esta especie
oxigenada fue también comprobada al observarse una
reduccion pronunciada (~40%) de la fotohemolisis en
presencia de azida de sodio (un especifico
desactivador de oxigeno singlete). El ensayo de
fotohemolisis fue también repetido en presencia de
glutation (un atrapador de radicales libres). Se observo
en esta prueba una reduccion (~30%) del proceso
fotohemolitico, lo que indica la formacion de radicales
libres intermediarios durante el proceso fotoquimico,
ademas de las especies oxigenadas reactivas
determinadas anteriormente.

Mediante los ensayos de quimioluminescencia se
pudo determinar la capacidad antioxidante de las tres
antraquinonas estudiadas. Durante la iniciacion de las
reacciones para producir quimioluminescencia, bien
sea en el proceso oxidativo del luminol o isoluminol
por H,0, o por peroxidasa de rabano, como también
por FeSO, se producen principalmente radicales
hidroxilos ((OH). En presencia de las antraquinonas 1,
2 y 3 se pudo medir la reduccion de la intensidad de la
quimioluminescencia detectada en ausencia de ellas.
Esta capacidad inhibitoria del proceso de
quimioluminescencia es debido al carécter atrapador o
desactivador de los radicales hidroxilos formados en
el medio de la reaccion. Esta capacidad antioxidante
fue en el siguiente orden, Emodina > Rheina > Aloe-
emodina. Sin embargo, al ser comparadas con la
actividad antioxidante de las vitaminas E y C en un
sistema similar, se determin6 que la capacidad
antioxidante de los compuestos 1, 2 y 3 fue un poco
menor que la de estas vitaminas.

Evaluando los ensayos de fotohemolisis y de
quimioluminescencia se puede determinar que los
principios activos del Aloe-vera aqui estudiados
poseen propiedades antioxidantes. Los compuestos
1, 2 y 3 pueden atrapar las especies oxigenadas
reactivas, como oxigeno singlete y/o radicales libres
formados en el medio durante su fotdlisis. Es
importante resaltar que por accion de la luz sobre estas
drogas se puede originar ademas un proceso de auto-
oxidacidén de las mismas, alterando su accién
farmacologica.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este trabajo se
determina que la Aloe-emodina y la Emodina tienen un
moderado caradcter fototoxico en condiciones
aerdbicas, desarrollado predominantemente por
procesos de transferencia de energia al oxigeno. La
capacidad de desactivar radicales hidroxilos fue
evidente para la Emodina (1) y Rheina (3), la cual al ser
comparada con las de las vitaminas E y C, resulto ser
similar a con estos conocidos antioxidantes. Mientras
que la capacidad antioxidante de la Aloe-emodina (2)
fue mucho menor que las antraquinonas 1 y 3. Esto
puede estar relacionado directamente con su mayor
caracter fotohemolitico, ya que podria generar mayor
cantidad de especies oxigenadas reactivas y radicales
libres durante su exposicion a la luz, siendo estos
atrapados o desactivados en menor grado por la Aloe-
emodina. [gual razonamiento se deduce para la Rheina
(3), la cual no presenta algun caracter fotohemolitico
notable, pero si, un alto grado de actividad antioxidante,
comprobado mediante la desactivacion de la
quimioluminescencia producida en estos ensayos.
Estos resultados son de primordial interés para las
aplicaciones fototerapéuticas a nivel clinico de los
derivados antraquinoides del Aloe vera.
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Figura 2. Efecto desactivante de la
1 : ‘ . , - quimio-lumines-cencia de luminol (H,0,
1 1 21 31 41 51 y FeSO,) producida por Aloe-emodina,
TEMP + 1-1 Emodina, Rheina, Vitaminas E y C.
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