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Objetivo. Determinar la capacidad inhibitoria del latex de Crotdn lechleri (sangre de grado) frente a
la enzima colagenasa, atenuando la formacion de arrugas como consecuencia del efecto hidrolitico
del coldgeno por parte de la enzima. Materiales y métodos. Se ha utilizado el método in vitro de
Thing para probar la actividad anticolagenasa, comparando la actividad del latex con el control
positivo conformado por una solucidn epigalocatequina (EGCG) a concentraciones de 125, 250, 500
1000 ug/mL. Resultados. El porcentaje de inhibicion de Latex de Croton lechleri a concentracidn de
Oug/mLes0; de 125 ug/mLes 5,67; de 250 ug/mL es 17,34, de 500 ug/mL es 33,41y de 1000 ug/mL
es 59,53. Conclusiones. El latex de Croton lechleri exhibié una actividad anticolagenasa significativa
superando al control positivo, mostrando una IC, de 908,02 y 1892,03 ug/mL respectivamente.
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Evaluation of the anti-collagenase activity of the latex of
Croton lechleri latex

Abstract

Objective. Determine the inhibitory capacity of Croton lechleri latex (Dragon's Blood) against the
collagenase enzyme, reducing wrinkle formation as a consequence of the hydrolytic effect of the
collagen by the enzyme. Materials and methods. Thing’s in vitro method has been used to test
the anti-collagenase activity, compared the activity of the latex with the positive control formed
by an epigallocatechin solution (EGCG) at concentrations of 125, 250, 500 1000 ug/mL. Results.
The percentage of Croton lechleri latex inhibition at a concentration of 0 ug/mL is 0, 125 ug/mL is
5.67, 250 ug/mL is 17.34, 500 ug/mL is 33.41 and 1000 ug / mL is 59.53. Conclusion. It has been
concluded that Croton lechleri latex has exhibited significant anti collagenase activity exceeding the
positive control, showing an IC50 of 908.02 and 1892.03 ug/mL respectively.
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Introduccion

Croton es un género de la familia Euphorbiaceae que rodea
las 1300 especies, largamente repartida por todo el mundo.
Diversas especies poseen una funcién muy significativa en
el uso habitual de las plantas medicinales en el continente
africano, asiatico y americano™. Croton lechleri es la especie
mas usada y estudiada debido a que exuda una cantidad
considerable de latex que posee efecto farmacolégico y
cosmético .

Figura 1. Latex de Croton lechleri @

Esta especie tiene investigaciones a nivel fisicoquimico y
microbioldgico, las sustancias quimicas que posee como
flavonoides, terpenos, alcaloides, etc. conservan relacién con
la aparicion de compuestos carcinogénicos ¥; igualmente,
tiene la propiedad de regenerar los tejidos, actividad
antioxidante, antiulcerosa, propiedades antidiarreicas,
anticancerigenas, antiinflamatorias y antirreumaticas.
Ademads, posee propiedades antisépticas en el dmbito
vaginal “%; todo lo mencionado otorga a esta especie
vegetal un potencial terapéutico importante.

El envejecimiento es un tema que preocupa a muchos
investigadores; algunos ven a la vejez como una evolucién
por etapas, que se va desarrollando de forma inalterable,
propia y natural, que se da en toda especie viviente,
vinculando la genética del ser vivo con su entorno ambiental.
Eludir la senectud es el mayor anhelo de la humanidad, y
tratarla simboliza un reto cientifico ©.

La «sangre de grado» es empleada desde épocas
ancestrales y sigue siendo utilizada actualmente porque
ha demostrado propiedades cicatrizantes, antivirales,
antiinflamatorias, anticancerigenas ” vy, posiblemente,
actividad antitumoral . Los metabolitos que posee, como
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la taspina, la 4-0-metilcedrusia, la 3-4-0-dimetilcedrusina ®), el
principio SP-303 y la proantocianidina oligomérica > 'V, son
algunos de los responsables en tratamientos de enfermedades
digestivas, afecciones producidas por Ulceras gastricas,
padecimientos renales y hepdticos % y, de forma externa,
para enfermedades de la piel como el acné, ademas de
incrementar las defensas del organismo 2,

En los ultimos afios el interés por la eliminacion de las arrugas o
el deterioro del colageno, ha motivado a la industria cosmética
a realizar investigaciones basadas en plantas medicinales
que contengan propiedades antioxidantes, anticolagenasa
y antielastasa®®; por consiguiente, la evaluacién del latex de
Croton lechleri pretende probar la actividad anticolagenasa y
usarla de manera adecuada, mediante preparados cosméticos
como lociones y cremas, y asi contribuir con el desarrollo de la
industria de ingredientes naturales y de fitocosméticos basados
en plantas de la biodiversidad peruana.

Materiales y métodos

Muestra vegetal. Se colectd el latex de Croton lechleri
«sangre de grado», en el departamento de Loreto, provincia
de Maynas, distrito de Amazonas, a una altitud de 102 m
de altitud y a 3° 45’ de latitud sur. La muestra botanica
fue identificada por el bidlogo José Campos De La Cruz y
transportada por via aérea, en condiciones adecuadas de
refrigeracion.

Extraccion y conservacion del latex

La muestra vegetal fue extraida mediante incisiones a la
corteza del arbol de Croton lechleri; la cantidad recolectada
fue de 250 mLy almacenada entre 2 a 8 °C *4.

Solubilidad y marcha fitoquimica

Se realizaron pruebas de solubilidad en agua, alcohol y
propilenglicol, con 1 mL de muestra diluida en 10 a 100 mL
de cada solvente. El estudio fitoquimico del latex de Croton
lechleri mostré la presencia de carbohidratos, compuestos
fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides,
aminoacidos, antocianinas y alcoholes ramificados.

Determinacion de la inhibicién de la enzima colagenasa

Se aplico la técnica analitica ensayada por Thing *¥, la cual
consiste en colocar en tubos de ensayo, 100 uL del latex
de Croton lechleri (a concentraciones de 125; 250; 500
y 1000 pg/mL) con 210 pL de la enzima colagenasa de
Clostridium histolyticum (solucién de 1,54 unidades/mL en
buffer tris-glicine 50 mM con 400 mM NaCl y 10 mM CaCl2
pH 7,5) e incubar durante 15 min a 37 °C. Luego se agregd
240 pL del sustrato N- [3-(2- furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA, solucion de 2,1 mM en buffer tris-glicine 50 mM
con 400 mM NaCl y 10 mM CaCl2 pH 7,5) y se procedi6 a
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incubar durante 5 min a 37 °C para que la reaccién se lleve
a cabo. Finalmente, se afadié 1-2 gotas de acido férmico
10% para detener la reaccién y se realizé la lectura de las
absorbancias en un espectrofotémetro de luz UV-Visible
Thermo Scientific-Genesys 10S, a una longitud de onda de
348 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado.

La féormula utilizada fue la siguiente:

% Actividad anticolagenasa = (Abs_— Abs ) x 100 / Abs_

Donde:
Abs_=absorbancia del placebo
Abs_ = absorbancia del compuesto con sustrato -

absorbancia del compuesto sin sustrato

Las EC_, (concentracion efectiva media) se cuantificd por andlisis
de regresion lineal. La abscisa representa las concentraciones
del latex de Croton lechleriy la ordenada representa la media
del porcentaje de inhibicion de la enzima colagenasa.

Tabla 1. Marcha fitoquimica del latex de Croton lechleri

Obando-Barrera L & Fuertes Ruiton C.

Andlisis estadistico

Se determind la diferencia significativa de cada una de las
medias obtenidas del porcentaje de inhibicién de la enzima
colagenasa del latex de Croton lechleri, empleando el
analisis de varianza (ANOVA), con un nivel de significancia
del 95 % (p<0,05).

Resultados

Solubilidad
Moderadamente soluble en agua.
Soluble en alcohol.

Moderadamente soluble en propilenglicol.

Marcha fitoquimica

Reaccion Metabolito secundario Caracteristica positiva Calificacion
Molish Carbohidratos Anillo color violeta ++
Fehling Carbohidratos Precipitado rojo +++
Cloruro férrico Compuestos fendlicos Precipitado verde azulado +++
Gelatina Taninos Precipitado blanquecino ++
Bortranger Antraquinonas Coloracion rojiza ++
Shinoda Flavonoides Colora.cién diversa ++
(amarillo-naranja)
Reaccion afrosimétrica Saponinas Formacion de esleJma, mayo.r alem, +++
que dura mas de 10 min.
Dragendorff Alcaloides Precipitado rojo ladrillo. +
Mayer Alcaloides Precipitado blanquecino ++
Bertrand Alcaloides Precipitado grisaceo +
Ninhidrina Aminodcidos Color violdceo. -
Rosenheim Ant.ocianinas y. Coloracion rojiza +
Flavonoides catequicos
Lieberman Triterpenoides, esteroides. Coloracién amarillenta +++
Soneschein Alcaloides Precipitado marrén +

Positivo abundante (+++). Positivo regular (++). Positivo minimo (+). Negativo (-)

Inhibicion de la enzima colagenasa

Tabla 2. Inhibicién de la enzima colagenasa del latex de Croton lechleri

Latex de Croton Promedio absorbancia* abzg)rrg::c"i)a* Diferencia Porcentaje de
lechleri (ug/mL) (muestras) (Blanco) (Abs. muestra — Abs. blanco) inhibicién

0 0,817 0 0,817 0

125 0,77166667 0,001 0,77066667 5,671155
250 0,70333333 0,028 0,67533333 17,33986
500 0,692 0,148 0,544 33,41493
1000 0,64366667 0,313 0,33066667 59,52672

Absorbancia: 348 nm IC50 (ug/mL) = 908,02 pug/mL
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Analisis estadistico
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El porcentaje de inhibicion en la columna de la muestra indica diferencia significativa entre las medias usando el

método Anova, con un nivel de confianza al 95 % (p<0,05).

Tabla 3. Analisis Anova

Grados de
libertad

Suma de
cuadrados

Origen de las variaciones

Promedio de los
cuadrados

Valor critico

Probabilidad
para F

Entre grupos 6911,45102 4 1727,86275 8,8973E+14 1,0509E-72 3,478049691
Dentro de los grupos 1,942E-11 10 1,942E-12
Total 6911,45102 14
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Figura 2. Correlacion entre la concentracién del latex de
Croton lechleri vs. porcentaje de inhibicién de la enzima
colagenasa.

Discusion

Emplear plantas medicinales en el tratamiento de las
arrugas, fundamentado en la medicina folclérica, y sin
investigaciones etnofarmacoldgicas, no suele coincidir
con el conocimiento de sus propiedades cosméticas
y/o farmacoldgicas; ademds, sus actividades brindan
parametros que validan su uso como una admisible
eleccién.

El latex de Croton lechleri «sangre de grado», que
se usa en la Amazonia como cicatrizante para
heridas dérmicas, tiene como uno de los principales
componentes a la taspina (metabolito localizado en
su composiciéon quimica); no obstante, aun no hay
investigaciones de su actividad para inhibir la enzima
colagenasa. Cabe destacar que la administracion de
Croton lechleri en ratones no ha generado toxicidad
hematoldgica ni bioquimica 9,

La actividad anticolagenasa del latex de Croton lechleri
aparece desde las concentraciones bajas y se va
incrementando a mayor concentracién. La Tabla 2

muestra valores de inhibicion que fluctuan en el rango de
5,67 - 59,53%, con IC50= 908,02 ug/mL, que comparado
con el IC,=1892,03 pg/mL del compuesto de referencia
demuestran que el extracto posee mas del doble de
actividad anticolagenasa que el EGCG. El estudio estadistico
de Anova evidencia un p<0,05, por lo que los promedios de
los porcentajes e inhibicidn son estadisticamente distintos
en cada concentracion del latex.

En el estudio se hallé que el latex de Croton lechleri posee
una mayor inhibicién de la enzima colagenasa, comparada
con la investigacion realizada a la Caesalpinia spinosa *”
«taraw, exhibe un 1C50=196,752 pg/mL para el extracto de
tara, referenciado con el IC, =216,991 ug/mL del compuesto
de EGCG.

Del mismo modo, en la determinaciéon de la actividad
anticolagenasa del extracto hidroalcohdlico de rizoide,
se obtuvo un IC50 = 1350 pg/mL para el EGCG y un
IC50 = 50001 ug/mL que comparado con los resultados
del latex de Croton lechleri, esta uUltima presenta mayor
actividad de inhibicion de la enzima colagenasa.

Esto demuestra que el Croton lechleri «sangre de grado», es
un potente inhibidor de la actividad colagenasa, muchisimo
mds que la «tara».

Conclusion

El latex de Croton lechleri evidencio actividad anticolagenasa
in vitro (método de Thing). Se obtuvo un IC_ 908,02 pg/mL
que representa mas del doble de la capacidad inhibitoria de
la enzima colagenasa que posee el estandar de referencia
EGCG: IC,; 1892,03 ug/mL.
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