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Resumen

En los ultimos afios el interés por la eliminacién de las “arrugas” ha motivado a la industria cosmética a realizar investi-
gaciones basadas en plantas medicinales que contenga propiedad antioxidante, anticolagenasa y antielastasa. El Crotén
lechleri “sangre de grado” es una planta que es conocida por su propiedad cicatrizante; sin embargo, esta actividad posi-
blemente le otorgue la propiedad anti-colagenasa, la cual puede evaluar mediante varios métodos. El objetivo del presente
trabajo es evaluar la actividad anti-colagenasa del latex de Croton lechleri “sangre de grado”. Para realizar esta evaluacion
se utilizé la metodologia de Thing, el cual se lleva a cabo, comparando la actividad (absosbancias) que genera el patron de
epigalocatequina con las muestras del latex de Croton lechleri a las siguientes concentraciones: 125, 250, 500 y 1000ug/
mL. Al finalizar este método se hallé que el latex de Croton lechleri presenté actividad anti-colagenasa de IC50 = 908,02
pg/mL, con respecto al control positivo galato de epigalocatequina (EGCG) de IC50 = 1892,03 pg/mL). Esto concluye que
el latex de Croton lechleri manifiesta la actividad anticolagenasa con mayor potencial de inhibicion que el control positivo
de EGCG.
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Abstract

In recent years, interest in the elimination of “wrinkles” has motivated the cosmetic industry to carry out research based on
medicinal plants that contain antioxidant, anticolagenase and antielastase properties. Croton lechleri “blood of degree” is
a plant that is known for its healing property; However, this activity may give you the anti-collagenase property, which you
can evaluate by several methods. The objective of this work is to evaluate the anti-collagenase activity of Croton lechleri
latex “blood grade”. To carry out this evaluation, the Thing methodology was used, which is carried out, comparing the
activity (absosbances) generated by the epigallocatechin pattern with the Croton lechleri latex samples at the following
concentrations: 125, 250, 500 and 1000ug / mL at the end of this method, it was found that Croton lechleri latex showed
anti-collagenase activity of IC50 = 908.02 pg / mL, with respect to the positive control epigallocatechin gallate (EGCG) of
IC50 = 1892.03 ug / mL). This concludes that Croton lechleri latex manifests anticolagenase activity with greater inhibition
potential than the positive control of EGCG.
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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, asidtico y americano®. Croton
lechleri es la especie mds usada y estudiada por exudar
una cantidad considerable de ldtex, la cual posee efecto
farmacolégico y cosmético @. Una de las propiedades
cosméticas con mayor importancia, es la inhibicién de
la enzima colagenasa que conlleva a la eliminacién de
las arrugas, las cuales evidencian el envejecimiento. Esto
conlleva a que muchisimas personas opten en buscar
método que ayuden a la revaloracién de la belleza.

Figura 1. Latex de Croton lechleri?

Esta especie tiene investigaciones a nivel fisicoquimi-
co y microbiolégico, las sustancias quimicas que posee
como flavonoides, terpenos, alcaloides, etc. Conservan
relacién con la aparicién de compuestos carcinogéni-
cos ¥, igualmente su accién de regenerar los tejidos, su
actividad antioxidante, curar las dlceras, propiedades
antidiarreicas, anticancerigenas, antiinflamatorias y an-
tirreumdticas. Ademds de su propiedad antisépticas a
nivel vaginal “).

El envejecimiento etario adn persiste en el tiempo. Al-
gunos autores precisan a la vejez como una evolucién
por etapas, que se va desarrollando de forma inalterable,
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propia y natural, que sobrelleva toda la especie viviente,
vinculando la genética del ser vivo con su entorno am-
biental. Eludir la senectud es el mayor anhelo de la hu-
manidad, en efecto tratarla simboliza un reto cientifico©.

La “sangre de grado” es empleada desde épocas ances-
trales y sigue siendo utilizada actualmente porque ha
demostrado propiedades medicinales como cicatrizante,
antiviral, antiinflamatorio, anticancerigenas” y posible-
mente actividad antitumoral ®, etc. Los metabolitos que
posee como la taspina, la 4-0-metilcedrusia, 3-4-0-di-
metilcedrusina® y el principio SP-303 y la proantocia-
nidina oligomérica "'V, son algunos de los responsa-
bles para tratar las enfermedades digestivas, afecciones
producidas por ulceras gdstricas, padecimientos renales
y hepdticos " y de forma externa para enfermedades de
la piel como el acné, ademds de incrementar las defensas
del organismo !?.

Los ultimos afios el interés por la eliminacién de las
“arrugas” o el deterioro del coldgeno ha motivado a la
industria cosmética para realizar investigaciones basa-
das en plantas medicinales que contengan propiedades
antioxidante, anticolagenasa y antielastasa’®; por consi-
guiente, la evaluacién del litex Croton lechleri pretende
evidenciar la actividad anticolagenasa y que esta sea usa-
da de manera adecuada mediante preparados cosméticos
como lociones y cremas y contribuir hacia el desarrollo
de la industria de ingredientes naturales y de fitocosmé-
ticos a base de plantas de la biodiversidad peruana.

MATERIAL Y METODOS

La investigacion es analitica y transversal.

Muestra vegetal. Se colectd el litex de Croton lechleri
“sangre de grado”, en el departamento de Loreto, pro-
vincia de Maynas, distrito de Amazonas, a una altitud
de 102 m.s.n.m. y a 3° 45 de latitud sur. La muestra
botdnica fue identificada por el Blgo. Jos¢é Campos De
La Cruz y transportada en condiciones adecuadas de re-
frigeracién, mediante via aérea.

Extraccién y conservacién del litex. La muestra vege-
tal fue extraida mediante incisiones a la corteza del 4rbol
de Croton lechleri, la cantidad recolectada fue de 250 mL
y almacenada entre 2 a 8 °C 1%,

Solubilidad y marcha fitoquimica. Se realizaron prue-
bas de solubilidad en agua, alcohol y propilenglicol. To-
mando 1mL de muestra, diluyéndolo en 10 a 100mL de
cada solvente. Ademds se realizé el estudio fitoquimico
del litex de Croton lechleri “sangre de grado”, evaluan-
do la presencia de carbohidratos, compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides, aminodcidos
y antocianinas.

Determinacién de la inhibicién de la enzima colage-
nasa.

Se aplic6 la técnica analitica ensayada por Thing @,
la cual consiste en colocar en tubos de ensayos, 100 pL
del litex de Croton lechleri (a concentraciones de 125;
250; 500 y 1000 mg/mL) con 210 pL de la enzima co-
lagenasa de Clostridium histolyticum (solucién de 1,54
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unidades/mL en buffer Tris-Glicine 50 mM con 400
mM NaCl y 10 mM CaClI2 pH 7,5) e incubar durante
15 minutos a 37°C. Luego se agregd 240 pL del sustrato
N-[3-(2- furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA,
solucién de 2,1 mM en buffer Tris-Glicine 50 mM con
400 mM NaCly 10 mM CaCl2 pH 7,5) y se procedié a
incubar durante 5 minutos a 37 °C para que la reaccién
se lleve a cabo. Finalmente se afiadié 1-2 gotas de 4cido
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 fueron ejecu-
tados tres veces.

La férmula utilizada fue la siguiente:

% Actividad anti-colagenasa = (Abs_— Abs) x 100 / Abs_
Donde:

Abs_= Absorbancia del placebo

Abs_= Abs. del compuesto con sustrato — Abs. del com-
puesto sin sustrato

Tabla 1. Marcha fitoquimica del latex de Croton lechleri.

Las EC, (Concentracién efectiva media) se cuantificé
por andlisis de regresién lineal, La abscisa representa las
concentraciones del ldtex de Croton lechleri y la ordena-
da la media del porcentaje de inhibicién de la enzima
colagenasa.

Andlisis estadistico. Se determin la diferencia signifi-
cativa de cada una de las medias obtenidas del porcen-
taje de inhibicon de la enzima colagenasa del ldtex de
Croton lechleri, empleando el andlisis de varianza (ANO-
VA), 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 (Ver Tabla 1)
Inhibicién de la Enzima Colagenasa (Ver Tabla 2)

REACCION METABOLITO SECUNDARIO CARACTERISTICA POSITIVA CALIFICACION
MOLISH CARBOHIDRATOS Anillo color violeta ++
FEHLING CARBOHIDRATOS Precipitado rojo +++
FeCL3 COMPUESTOS FENOLICOS Precipitado verde azulado +++
GELATINA TANINOS Precipitado blanquecino ++
BORTRANGER ANTRAQUINONAS Coloracion rojiza ++
SHINODA FLAVONOIDES Coloracion diversa (amarillo-naranja) ++

Formacién de espuma,

REACCION AFROSIMETRICA. SAPONINAS mayor a 1 cm, que dura +++
mas de 10 min.
DRAGENDORFT ALCALOIDES Precipitado rojo ladrillo. +
MAYER ALCALOIDES Precipitado blanquecino ++
BERTRAND ALCALOIDES Precipitado grisaceo +
NINHIDRINA AMINOACIDOS Color violaceo. -
ROSENHEIM ANTOCIANINAS Y FLAVONOIDES CATEQUICOS. Coloracion rojiza +
LIEBERMAN TRITERPENOIDES, ESTEROIDES. Coloracién amarillenta +++
SONESCHEIN ALCALOIDES Precipitado marrén +
Positivo abundante (+++) Positivo regular (++) Positivo minimo (+) Negativo (-)
Tabla 2.Inhibicion de la enzima colagenasa del latex de Croton lechleri.
Latex de Croton Promedio Absorbancia* Promedio Absorbancia* Diferencia Porcentaje de

lechleri (ug/mL) (Muestras) (Blanco) (Abs. muestra — Abs. blanco) inhibicion
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

IC50 (ug/mL) = 908,02 pg/mL

Absorbancia: 348 nm.
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Analisis Estadistico. El porcentaje de inhibicién en la
columna de la muestra indican diferencia significativa
entre las medias usando el método Anova, con un nivel

de confianza al 95 %. (p<0,05) (Ver Tabla 3).
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 paré-
metros que validan su uso como una admisible eleccién.

El litex de Croton lechleri “sangre de grado”, la cual se
conoce que se utiliza en la amazonia como cicatrizante
para heridas dérmicas, tiene como uno de los princi-
pales componentes a la taspina (metabolito localizado
en su composicién quimica); no obstante, ain no hay
investigaciones de su actividad para inhibir la enzima
colagenasa. Cabe rescatar que la administracién de Cro-
ton lechleri no ha generado toxicidad en ratones a nivel
hemartolégico y bioquimico'®.

La actividad anticolagenasa del ldtex de Croton lechle-
ri “sangre de grado”, aparece desde las concentraciones
bajasy se va incrementando a mayor concentracién. La
tabla 2 muestra valores de inhibicién que fluctdan en
el rango de 5,67 - 59,53 %, con IC5(_ 908,02 pg/mL
para el létex de Croton lechleri, que comparado con el
1C5(-1892,03 pg/mL del compuesto de referencia de-

Tabla 3. Analisis ANOVA.

muestran que el extracto posee mds del doble de activi-
dad anticolagenasa que el EGCG. El estudio estadistico
de ANOVA evidencia un p<0,05 por lo que los promedios
de los porcentajes e inhibicién son estadisticamente distin-
tos en cada concentracién del l4tex.

En el estudio se hallé que el litex de Croton lechleri
posee una mayor inhibicién de la enzima colganeasa,
comparada con la investigacién realizada a la Caesal-
pinia spinosa “tara’, que elaboraron Nufez y Quispe
(2017), la cual indica un IC, =196,752 pg/mL para el
extracto de tara, referenciado con el IC50=216,991 pg/
mL del compuesto de EGCG.

Del mismo modo, en la determinacién 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 resul-
tados del ldtex de Croron lechleri, esta tltima presenta
mayor actividad de inhibicién de la enzima colagenasa.

Esto demuestra que el Crozon lechleri “Sangre de gra-
do”, es un potente inhibidor de la actividad colagena-
sa, muchisimo mds que la “tara”.

CONCLUSION

El litex de Croton lechleri evidencié actividad anticola-
genasa in vitro (método de Thing). Obteniéndose un
1C5( 908,02 pg/mL que representa mds del doble de la
capacidad inhibitoria de la enzima colagenasa que posee
el estandar de referencia EGCG: 1C5() 1892,03 pg/mL.

Orig-en.de las Suma de Grados de libertad Promedio de los F Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados cuadrados
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 % de inhibicién de la enzima colagenasa.
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