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Abstracto

Objetivo: El aloe ha sido utilizado para el tratamiento de diversas dolencias desde hace casi 6000
anos. Existen mas de 450 especies de aloe provenientes de diversas partes de Africa y Sudamérica, asi
como de la isla de Madagascar, que contiene especies Unicas endémicas de la isla. Una de estas especies
es Aloe macroclada, que ha sido usada durante siglos por los residentes locales como remedio para una
amplia variedad de dolencias. Investigamos si el mecanismo de accion detras de los amplios beneficios
para la salud de A. macroclada podria ser la movilizacion de células madre de la médula 6sea.

Métodos: A. macroclada se preparé en pequeias bolitas esféricas por curanderos malgaches
utilizando métodos tradicionales de fabricaciéon. La dosis tradicional de tres bolitas se administré a 4
voluntarios y se cuantifico el nimero de células madre circulantes 1, 2 y 3 horas después del consumo
utilizando citometria de flujo.

Resultados: La dosis y preparacion habitual de A. macroclada utilizada tradicionalmente en
Madagascar desencadené un aumento significativo (hasta un 53%) en el nimero de células madre
circulantes CD45dim CD34+ y CD34+ CD133+ dentro de las 2 horas posteriores al consumo. Este aumento
duré mas de 3 horas y fue significativo después de 120 y 180 minutos de consumo.

Conclusion: Se ha atribuido al consumo de A. macroclada mejoras significativas en una amplia
variedad de condiciones de salud. Estos datos sugieren que la movilizacion de células madre puede ser

un importante mecanismo de accién detras de los beneficios para la salud de A. macroclada.

Palabras clave: Aloe macroclada; Célula madre; Movilizacidon de
células madre

Introduccion

El aloe ha sido utilizado para el tratamiento de diversas dolencias desde
hace casi 6000 afos. Se encontré aloe grabado en un fresco de un
templo egipcio que data del 4000 a.C., y una tableta de arcilla sumeria
de alrededor del 2200 a.C. mencionaba el gran poder curativo del aloe.
La primera descripcién detallada del valor medicinal del aloe se puede
encontrar en el Papiro Ebers, escrito alrededor del 1550 a.C. en Egipto,
donde se describe el uso de hojas enteras, gel fresco, savia y gel seco [1].
Existen mas de 450 especies de aloe provenientes de diversas partes de
Africa y Sudamérica, asi como de la isla de Madagascar, que contiene
especies Unicas endémicas de la isla. Una de estas especies es Aloe
macroclada, que ha sido utilizada durante siglos por los residentes
locales como remedio para una amplia gama de dolencias, incluidas
enfermedades cardiovasculares, hipertension, infecciones pulmonares,
reumatismo, astenia y diabetes. Tradicionalmente, los malgaches
consideran que A. macroclada es un factor de rejuvenecimiento y
longevidad.

En Madagascar, el método de preparaciéon de A. macroclada se ha
transmitido de generacién en generacién, y todavia hoy se pueden
encontrar pequeiias bolitas redondas de A. macroclada en los mercados
locales.

En resumen, las plantas de aloe se cortan del suelo y se cuelgan sobre un
cubo para recolectar el jugo y el gel. Luego, la planta se carboniza y las
cenizas se mezclan con el jugo. La mezcla resultante se enrolla en
pequeiias bolitas cuya humedad se ajusta anadiendo algo de gel, segtin
sea necesario, y luego se secan al sol. Cada bolita seca en forma de cuenta
pesa un promedio de 110 mg y la dosis comtn es de tres bolitas al dia,
tomadas por via oral.

Los compuestos activos y nutrientes que generalmente se encuentran
en Aloe spp. incluyen una amplia gama de minerales, aminodcidos
esenciales, vitaminas, taninos, aloetina, aloina y polisacaridos como el
polimannano y el acemanano modulador del sistema inmunolégico
[2-4]. Otras plantas que contienen polisacdridos y que histéricamente
se han asociado con amplios espectros de beneficios para la salud han
demostrado actuar, al menos en parte, apoyando la movilizacién de
células madre de la médula Osea hacia la circulaciéon sanguinea
periférica [5,6], aumentando asi el numero de células madre
circulantes disponibles para participar en el proceso de reparacion
tisular [7]. En este estudio investigamos el efecto de A. macroclada
sobre la movilizacién de células madre, lo cual proporcionaria un
mecanismo de accién para los diversos beneficios para la salud
asociados con A. macroclada.

Métodos y Reactivos

El fosfato salino bufferado (PBS) (pH 7.4), la azida sédica y la
albumina sérica bovina se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EE.UU.). Los siguientes anticuerpos monoclonales se
compraron a Becton-Dickinson (San Jose, CA, EE.UU.): CD31-
isotiocianato de fluoresceina, CD34-complejo proteina-peridinin-
clorofila (PerCP) y CD184 (CXCR4)-violeta brillante 421 (v421). El
anticuerpo monoclonal CD45-naranja pacifico (PO) y la solucién de
lisis Cal-Lyse se compraron a Life Technologies (Carlsbad, CA,
EE.UU.). El anticuerpo monoclonal CD133-PE se compré a Miltenyi
Biotec (San Diego, CA, EE.UU.).
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Consumibles

En este estudio se utilizaron dos tipos diferentes de consumibles: A.
macroclada preparada tradicionalmente en Madagascar y un placebo
correspondiente. La preparacién tradicional de A. macroclada estaba en
forma de bolitas negras enrolladas a mano, preparadas en Madagascar
segiin una formulacién ancestral, mezclando jugo de A. macroclada con
cenizas de la planta carbonizada, junto con algo de gel. Las bolitas fueron
obtenidas por un etnobotdnico que verificé la fuente y la especiacion.
Para asegurar un disefio controlado con placebo y a ciegas, 3 bolitas con
un peso total promedio de 335 mg fueron trituradas y mezcladas con
harina de arroz de color verde, resultando en un polvo verde oscuro que
se encapsuld en capsulas vegetales de rapida disoluciéon. Las capsulas de
placebo de apariencia similar se prepararon usando la misma harina de
arroz de color verde oscuro. Los participantes del estudio, las enfermeras
y los asistentes de laboratorio fueron cegados en cuanto a los consumibles.

Diseno del estudio

Se utilizd un disefio de estudio cruzado aleatorizado, doble ciego y
controlado con placebo para este estudio piloto. Cuatro personas fueron
reclutadas mediante consentimiento informado por escrito aprobado por
la Junta de Revision Institucional del Sky Lakes Medical Center (FWA
2603).

El grupo de estudio incluyé a tres mujeres y un hombre con una edad
promedio de 49.3 + 21 afos, sin asma ni alergias que requirieran
medicacién diaria, enfermedades crénicas conocidas, uso frecuente de
drogas recreativas, funcién digestiva deteriorada (incluyendo cirugias
gastrointestinales mayores previas) o alergias conocidas a productos de
aloe.

Se programé a los participantes del estudio en dos dias de estudio
separados por al menos una semana. Las pruebas siempre se realizaron a
la misma hora del dia para cada persona, el mismo dia de la semana y
siempre durante las horas de la mafana de 7 a 11 am para minimizar el
efecto de las fluctuaciones circadianas. Debido a la interferencia del
ejercicio [8] y el estrés [9-12] con la liberacidn versus el alojamiento de
linfocitos, el entorno del estudio se adapt6 para evitar el estrés fisico y
mental antes y durante las pruebas. En cada dia de estudio, los
participantes completaron un cuestionario para ayudar a monitorear
cualquier circunstancia excepcional relacionada con el estrés que pudiera
estar afectando a la persona ese dia. Los criterios preestablecidos para la
exclusion del anélisis de datos incluyeron la privacién del suefio y la
ansiedad aguda. Después de completar el cuestionario, se instruy6 a los
voluntarios a permanecer tranquilos e inactivos durante 4 horas, sentados
cdmodamente en una silla. Después de la primera hora, se tomo la
muestra de sangre basal. Inmediatamente después de tomar la muestra
basal, se proporcioné el producto de prueba encapsulado con agua y se
consumio en presencia de un asistente de investigacion. Las muestras de
sangre se tomaron a las 1, 2 y 3 horas después de la ingestién del producto
de prueba. En cada extraccion de sangre, se extrajeron 6 mL de sangre en
heparina para posterior tincién inmunoldgica.

Inmunotincion

Para cada punto de tiempo, 100 pL de sangre completa heparinizada se
tifleron por triplicado utilizando el siguiente panel de tincién de 5 colores:
CD31-FITC, CD133-PE, CD34-PerCP, CD45-PO y CD184 (CXCR4)-
v421.

La tincién se realizé6 segin lo recomendado por Life
Technologies para la tinciéon de sangre completa, seguida del
procedimiento sin lavado para la fijacién de leucocitos con Cal-
Lyse y la lisis de eritrocitos. En resumen: las muestras se tifieron
en la oscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos,
seguido de la adicién de 100 pL de solucién de lisis Cal-Lyse y la
fijacion durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, los
eritrocitos se lisaron mediante la adiciéon de 1 mL de agua
desionizada y una incubacién adicional de 10 minutos en la
oscuridad a temperatura ambiente. Las muestras se almacenaron
a 4°C en la oscuridad y se adquirieron mediante citometria de
flujo dentro de las 24 horas utilizando un citémetro de flujo
Attune™ con enfoque acustico (Life Technologies).

Archivos de mds de 300,000 eventos se recolectaron en cada
muestra por triplicado.

Analisis estadistico

La significancia estadistica se prob¢ utilizando la prueba t de
Student de dos colas y pareada, con un valor de p < 0.05
indicando una diferencia significativa entre dos conjuntos de
datos.

Resultados

No se observaron ni se informaron efectos negativos o
indeseables por parte de los participantes. Esta investigacion
preliminar revelé que las bolitas de A. macroclada, producidas
por los nativos de Madagascar seglin una formulacion ancestral,
desencadenaron un aumento rapido y transitorio en el nimero
de dos subconjuntos de células madre circulantes.

Células madre CD34+ CD133+

50
40 - -~

30 1
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180
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Figura 1: Se muestra el cambio porcentual en las células madre
circulantes CD45dim CD34+ (linea sdlida) y CD34+ CD133+ (linea
discontinua) después del consumo de A. macroclada como promedios *
SEM. El cambio porcentual se comparé con los nimeros basales de
células madre en la circulacion sanguinea y se calculé para cada uno de
los participantes del estudio, compensado por los cambios de cada
persona después de consumir placebo, y luego se promedié.
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Figura 2: Analisis de citometria de flujo de sangre periférica. A. Perfil representativo de sangre periférica con respecto al tamafio (FSC) y la
granularidad (SSC). La region definida por la compuerta electrénica R1 excluye los residuos y contiene células con baja granularidad, incluidas
las células madre. B. Diagrama de puntos que muestra el patron de tincién para CD45 y CD34 para particulas dentro de la regién R1. La regién
definida por la compuerta electronica R3 contiene las células madre CD45dim CD34+. C. Analisis de cuadrantes de la regién R3 mostrando la
intensidad de fluorescencia para los marcadores de células madre CD34 y CD133, donde el cuadrante R9 contiene células madre CD34+
CD133+. Los porcentajes mostrados son relativos al numero de particulas dentro de la region R1.

El consumo de un promedio de 335 mg de la preparaciéon de A.
macroclada provocé un aumento promedio del 23%, 27% y 41% a los
60, 120 y 180 minutos después del consumo, respectivamente, en el
nimero de células CD34+ CD133+ en la circulacién sanguinea
periférica (Figura 1). Al comparar los aumentos en las células CD34+
CD133+ observados a los 120 y 180 minutos después del consumo de
A. macroclada con los cambios después del consumo de placebo, estos
aumentos fueron significativos (p < 0.05).

Al considerar el numero real de células madre circulantes, el
nimero promedio de células CD34+ CDI133+ en la circulacién
sanguinea periférica de los participantes fue de 0.82, 1.22, 1.10 y 1.26 (p
< 0.04) células/puL en el tiempo 0, 60, 120 y 180 minutos después del
consumo, respectivamente, lo que se traduce en un aumento maximo
del 53% en el niimero de células madre circulantes. Esto proporciona
un aumento maximo de 0.44 células/pL, lo que equivale a 2.20 millones
de células madre al considerar un promedio de 5 L de sangre en la
circulacién sanguinea periférica.

Discusion

A. macroclada ha sido utilizada durante muchas generaciones en
Madagascar, a menudo referida como vahona. Los nativos la utilizan
para una amplia variedad de beneficios, que van desde el bienestar
general hasta enfermedades especificas como la diabetes, enfermedades
cardiovasculares y reumatismo. Hasta donde sabemos, este es el primer
informe de un posible mecanismo de accién detras de los beneficios
para la salud de A. macroclada.

Otras plantas y compuestos naturales han demostrado provocar la
movilizacién de células madre de la médula désea. Por ejemplo, se
informé que un extracto de la cianofita Aphanizomenon flos-aquae
provocaba un aumento del 25-30% en el nimero de células madre
circulantes dentro de los 60 minutos después del consumo, que duraba
de 2 a 3 horas [5]. El fucoidano de la alga Undaria pinnatifida, también
conocida como wakame, también se documenté que aumentaba
transitoriamente el nimero de células madre circulantes hasta en un
20% durante mas de 3 horas después del consumo (no publicado), y
aumentaba el nimero basal de células madre circulantes después de dos
semanas de consumo diario [6].

El efecto de A. macroclada reportado aqui fue superior en
magnitud al reportado por A. flos-aquae, y el efecto duré mas de 3
horas después del consumo. El efecto a largo plazo sobre el nivel basal
de células madre no se investigd como parte de este ensayo preliminar.

Aloe spp. ha sido reportada en varios estudios por mejorar la
tolerancia a la glucosa y el metabolismo general de la glucosa.
Por ejemplo, la ingesta oral de Aloe barbadensis redujo
significativamente la glucosa en sangre en ratones diabéticos
con aloxano en tan solo 5 dias de tratamiento [13]. El consumo
de jugo de Aloe vera y glibenclamida redujo significativamente
la glucosa en sangre en ayunas dentro de las dos semanas en
pacientes diabéticos [14]. Resultados similares fueron
reportados con el uso exclusivo de gel de Aloe vera [15]. Sin
embargo, ninguno de estos estudios sugirié un mecanismo de
accion claro.

Se ha documentado una relacién lineal en humanos entre el
nimero de células madre progenitoras endoteliales circulantes y
las diferentes fases del desarrollo de la diabetes, es decir, glucosa
en ayunas alterada, tolerancia alterada a la glucosa y diabetes
dependiente de insulina [16]. En otras palabras, el desarrollo de
la diabetes estd acompanado de una disminucién en el numero
de células madre circulantes. Se ha informado que las células
madre circulantes tienen la capacidad de migrar al pancreas y
diferenciarse en células productoras de insulina funcionales
[17], y aumentar el nimero de células madre circulantes ha
demostrado mejorar significativamente la condicién de ratones
diabéticos con estreptozotocina [18], asi como pacientes
recientemente diagnosticados con diabetes dependiente de
insulina [19]. Por lo tanto, planteamos la hipétesis de que el
efecto de A. macroclada en la movilizacién de células madre
también podria estar vinculado con otras especies de Aloe, y
que los beneficios de Aloe spp. en la diabetes y el metabolismo
de la glucosa podrian estar mediados a través de la movilizacién
de células madre. Este es el foco de una investigacion actual en
curso.
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