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Resumen

Se ha evaluado la actividad antioxidante, contenido de polifenoles totales y actividad
antimicrobiana de diferentes extractos obtenidos a partir de sangre de grado, Croton lechleri,
en polvo. Los extractos obtenidos con etanol, metanol, solucion hidroalcohdlica y por
tratamiento con acetato de etilo presentan caracteristicas diferentes. La fraccién etanolica
presenta la mayor actividad antioxidante, mientras que el latex original presenta el mayor
contenido de polifenoles totales. En cambio, la solucidn hidroalcohdlica presenta mayor
actividad antimicrobiana frente a S. aureus.

Abstract

The antioxidant activity, total polyphenol content and antimicrobial activity of different
extracts from dragon's blood, Croton lechleri, powder have been evaluated. The fractions
obtained with ethanol, methanol, water-alcohol solution and ethyl acetate treatment have
different characteristics. The ethanol fraction has the highest antioxidant activity, while the
original latex has the highest content of total polyphenols. However, the water-alcohol

solution has higher antimicrobial activity against S. aureus.

1. Introduccién

La sangre de grado, Croton lechleri (Muell-
Arg) (Euphorbiaceae), es un arbol que crece
en la zona andina tropical de Perd, Colombia,
Ecuador y Bolivia. Su latex es muy utilizado
en la medicina tradicional en el tratamiento
de Ulceras estomacales, gastritis cronicas,
cirrosis al higado, y como cicatrizante de
heridas internas y externas [1,2]. Los
compuestos quimicos presentes en el latex
han sido muy investigados, siendo las
proantocianidinas las que se encuentran en un

90% del peso seco. Otros compuestos
presentes son los alcaloides (taspina),
lignanos, derivados de la catequina,

polifenoles, etc. [3-5]. A la taspina se le
atribuyen las cualidades cicatrizantes,
antiinflamatorias y citotoxicas en células
tumorales. El proceso de cicatrizacion es
coadyuvado por las proantocianidinas (efecto
antioxidante) y los lignanos. Asimismo, el
efecto antimicrobiano de los polifenoles
coadyuva al efecto cicatrizante general de la
resina, provocando la precipitacion de las
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proteinas de las células, formandose una
costra que cubre la herida. Adicionalmente, el
contenido de la proantocianidina oligomérica
SP-303 presenta actividad antiviral [6].

La sangre de grado presenta actividad
antimicrobiana frente a gram-positivos,
como: S. aureus ATCC 6538 y S. epidermidis
ATCC 12228; 'y a gram-negativos:
Pseudomonas y Klebsiela FDA 602 [7].
Igualmente, se ha encontrado que la sangre
de grado inhibe el crecimiento de
Helicobacter pylori en concentraciones
elevadas [8].

Se ha demostrado la eficiencia de peliculas de
quitosano-alcohol polivinilico embebidas en
soluciones hidroalcohodlicas de sangre de
grado en el tratamiento de quemaduras
provocadas en conejos, al igual que las
propiedades  antimicrobianas de  estas
peliculas  [9,10]. Igualmente, se ha
demostrado que la actividad antioxidante de
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extractos hidroalcohélicos obtenidos a partir
de sangre de grado en polvo disminuia
dramaticamente cuando la muestra era tratada
con radiacion gamma por encima de 5 kGy,
sin embargo la actividad antimicrobiana no se
modificaba [11].

En este trabajo hemos obtenido diferentes
extractos a partir de sangre de grado en polvo
y evaluado su actividad antioxidante,
contenido de polifenoles totales y actividad
antimicrobiana.

2. Experimental
2.1

El latex de sangre grado fue evaporado a
50°C vy el polvo obtenido fue extraido con
etanol (Scharlau 99,9%), metanol (Scharlau
99,9%) y una mezcla hidroalcohdlica al 10%.
Esta mezcla fue filtrada, centrifugada (5000
rpom/5 min) y el sobrenadante fue
concentrado a 50 °C hasta obtener un polvo
rojizo.

Obtencién de las fracciones

Cuando se utiliz6 acetato de etilo como
solvente, practicamente no se observé
ninguna extraccion, por lo que se procedié a
filtrar la mezcla y se seco el residuo solido
obtenido.

2.2 Medida de la
antioxidante

actividad

Se sigui6 el método de Brand-Williams
modificado por Sandoval [12,13]. Se mezclo
0,2 g de muestra extraida con 4 mL de una
mezcla hidroalcohélica al 10% y se filtré con
papel Wattmann.

Se prepar6 una solucion stock de 2,2-Difenil-
1-picrilhidracil, DPPH 1mM en etanol y se
almaceno a 4°C protegiéndola de la luz. A
partir de la solucidn stock se prepar6 20 mL
de DPPH 100 uM en etanol. 975 L de esta
solucion se agregd a 25 pL de la solucién de
la muestra a estudiar y se leyd la absorbancia
a 515 nm. Todos los extractos fueron
medidos por duplicado a diferentes
concentraciones de 0,3; 1; 5, 10 y 15 pg/mL.
Con los valores de absorbancia obtenidas se
determiné el porcentaje de captacion de
radicales libres (DPPHe), mediante la
siguiente expresion:

% Inhi biCién:((Acontrol'Amuestra)/AControl)*100,
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donde Acontrol €S la absorbancia de la solucién
de DPPH, y Anwsta €S la absorbancia de la
muestra luego de 15 min.

2.3 Medida
polifenoles totales

del contenido de

Se siguié el método de Folin-Ciocalteu [14].
Preparaciéon de la curva de calibracion: se
prepararon soluciones de 50-1000 mg/L de
acido galico en EtOH.

Preparar tubos de ensayo con 1,58 mL de
agua destilada y agregar 20 uL de muestra,
control o estandar. Luego afiadir 100 uL del
reactivo Folin-Ciocalteu, esperar 1 min y
afiadir 300 pL de carbonato de sodio al 20%
(p/v). Luego de 2 h se agregé 1 mL de estas
soluciones en una cuveta y se midié la
absorbancia a 765 nm y se introdujo en la
curva de calibracion para calcular el
contenido de polifenoles totales expresados
en equivalente de acido galico (EAG) por
gramo de muestra.

2.4

Se prepararon soluciones hidroalcohdlicas de
los extractos (0,1 g en 10 mL) y se intro-
dujeron peliculas de quitosano-alcohol
polivinilico, 3x3 cm? por 20 minutos [15].
Luego estas peliculas fueron cortadas en
discos de 0,8 mm de didmetro.

Actividad antimicrobiana

Se prepard un inéculo de 1 x 108 UFC/mL de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, que fue
sembrado con la ayuda de una torunda sobre
placas de agar Muller Hinton previamente
incubadas. Luego se colocaron los discos de
las peliculas embebidas sobre las placas, se
dejo incubando a 37 °C por 24 horas y se
midieron los halos de inhibicion.

3. Resultados y Discusion

El rendimiento de las extracciones fue de
62% con metanol, 70% con etanol y 100%
con la solucién hidroalcohélica al 10%;
mientras que lo recuperado luego del
“lavado” con acetato de etilo fue de 95%.

La inhibicion de los radicales libres de DPPH
es determinado por la decoloracion de la
solucion de violeta a amarillo, el cual es
medido espectrofotométricamente a 515 nm.
A medida que hay un mayor secuestro de los
radicales libres por un antioxidante, la
absorbancia disminuye.
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La actividad antioxidante de las diferentes
muestras de sangre de grado, a diferentes
concentraciones, se muestran en la tabla 1. Se
observa que la fraccion que presenta el mayor
porcentaje de inhibicion de los radicales
libres del DPPH son la que fueron extraidas
con etanol y metanol, seguidas por las
fracciones hidroalcohdlicas y el latex
original, y luego el residuo obtenido del
tratamiento con acetato de etilo. Para una
concentracion de 10 pg/mL se observa mejor
estas diferencias.

La fraccion que presentd el mayor contenido
de polifenoles totales fue el latex de sangre
de grado original, seguido de la fraccion
hidroalcoholica, metandlica, etandlica y del
residuo obtenido luego del tratamiento con
acetato de etilo, figura 1.

Los extractos etan6lico y metandlico
presentan actividad antimicrobiana frente a la
cepa de S. aureus, pero esta actividad se ve
disminuida respecto al hidrogel embebido
directamente con una solucién
hidroalcoholica de sangre de grado en polvo
sin ningun tratamiento (A), figura 2. Mientras
que A presenta un halo de aproximadamente
17-18 mm de diametro, los deméas extractos
se encuentran entre 13-15 mm. Esto se
observa mejor en las peliculas preparadas con
20 mL de mezcla de polimeros, mientras que
los preparados con 30 mL presentan halos
con diametros menores.

En el caso de las peliculas embebidas con la
muestra “lavada” con acetato de etilo, se
observa actividad antimicrobiana frente a la
misma cepa y con la misma dimensién que
los obtenidos con los otros extractos. Esto es
un poco sorprendente ya que esta fraccién es
la que presenta menor capacidad antioxidante
y menor contenido de fenoles totales.

Como en experiencias anteriores, las
peliculas con sangre de grado no han
mostrado actividad antimicrobiana frente a
las cepas de E. coli y P. Aeruginosa [9-11].
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Figura 1. Contenido polifenoles totales de sangre
de grado concentrado determinado mediante el
método Folin-Ciocalteu.

Figura 2. Actividad antimicrobiana de peliculas
embebidas en soluciones hidroalcohoélicas sangre
de grado (A), en extracto etandlico (B), extracto
metandlico (C) y muestra tratada con acetato de
etilo (D), frente a S. Aureus.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de las fracciones de sangre de grado en funcion de la concentracion.

% de Inhibicion de los radicales libres de DPPH
Concentracion Fracciones de Sangre de Grado
(ng/mil) Puro Acetato de etilo | Hidroalcoholico Etanol Metanol
0,3 9,4 4,4 10,9 12,4 7,9
1 16,6 10,3 16,4 19,4 154
5 39,6 31,4 44 46,8 43,7
10 59,6 474 60,3 67,9 66,8
15 88,9 69 82,2 90,6 89,8
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4, Conclusiones

Las fracciones de sangre de grado obtenidas
por extraccion, a partir de sangre de grado en
polvo, con etanol, metanol, solucion
hidroalcoholica y por tratamiento con acetato
de etilo presentan caracteristicas diferentes.
La fraccidon etandlica presenta la mayor
actividad antioxidante, mientras que el latex
original presenta el mayor contenido de
polifenoles totales. En cambio, la solucién
hidroalcoholica presenta mayor actividad
antimicrobiana, frente a S. aureus, que los
otros extractos.
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