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Resumen

Se ha irfadiado sangre de grado (Croton lechleri) en poivo a diferentes dosis de radiacion gamma (5, 8 15, 25 y 40kGy).
La propiedad antioxidante de estas muestras disminuye con el incremento de lz dosis de irradiacion. Sin embarge, no se
observaron cambios notorios en sus espectros UV-visible e infrarrojo, Ic que nos sugiere que no hubo mavores cambios en
la constitucion del latex en polvo después de Iz irradiacion. lgualmenie, las propiedades antimicrobianas de las soluciones
hidroalcoholicas de estas muestras irradiadas, embebidas en peliculas de guitosano-PVA, frente a cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa no se modificaron en comparacion con las muestras
de sangre de grado sin irradiar. Estas pelicules tienen actividad sélo frente a S. aureus.
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I. INTRODUCCION

A pesar del gran avance de la medicina
moderna en la ultima deécada, el interés del
consumidor en la medicina tradicional ha
continuado incrementandose. Las plantas medi-
cinales han sido empleadas desde tiempos
remotos en el tralamiento de un gran numero
de enfermedades (obesidad, tension arterial,
sedativos, etc.).

Sin embargo, las plantas medicinales, al igual
que las frutas y alimenios, no estan exentas de
microorganismo y patdgenos. La contaminacion
microbiologica de plantas medicinales es un serio
problema para la preparacion de formulaciones
farmaceuticas a partir de las mismas. La calidad
microbioldgica vy fisico-quimica de las plantas
medicinales en los productos elaborados a partir
de las mismas depende de diferentes faclores:
lugar de cultivo, técnica de cosecha, transporte,
formas de embalaje, almacenamiento, etc.”
Si a esto le adicionamos la contaminacion
microbiologica y guimica ocurnidas durante
ias etapas de produccion, procesamiento vy
almacenamiento de los producios finales,
podemos prever gue estos productos contienen
una carga microbiana no despreciable.® Algunos
de estos microorganismos presentan un grave
riesgo para la salud humana, especialmente si
se encuentran en productos que se consumen
sin ningun tratamiento termico *

La inclusion de procesos de descontaminacion
es por lo tanto un paso importante hacia la
seguridaddel consumidor y lz eficacia terapeutica
de las plantas medicinales. La descontaminacion
puede fograrse por métodos convencionaies:
tratamiento termico y fumigacion con gases
como el oxido de etileno o bromuro de metilo
{(cuyo usc ya ha side prohibido por razones de
salud, seguridad y por confribuir al deterioro de la
capa de ozono).® El tratamiento con radiaciones
ionizantes es un metodo de descontaminacion
de alimentos gque ha sido poco aplicade en
plantas medicinales. La aplicacion de la radiacion
gamma produce una rapida reduccion de ics
niveles de contaminacion microbiana: una dosis
de 3-10kGy reduce la poblacion de aerobics
mescfiles tolales de especerias y hierbas secas
altamente contaminadas a niveles por debajo
de 10°-10°CFU/g*®" pero también puede
producir medificaciones guimicas que alteren
sus caraclerisiicas fisico-quimicas.®® Por dicha
razén, muchos paises han regulado la dosis
maxima que pueden recibir estos productos.
En el Perd también se ha estudiado la dosis
adecuada de radiaciébn gamma que deben
recibir especies vegetales (uha de gato, yacon,
hojas de sen, chanca piedra, maca) en diferentes
presentaciones.”

La sangre de grado (Croton lechleri) es muy
utilizado en la medicina tradicional en el Peru:
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tratamienio de ulceras estomacales, gastritis
crénicas, y como cicatrizante de heridas
internas y externas. Por estas caracteristicas
ha sido considerado como aditive en la
formulacion de peliculas para el tratamiento
de lesiones a la piel de dificil cicatrizacion,
Ulceras o quemaduras graves. 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" Igualmenie se ha encontrado
gue la sangre de grado inhibe el crecimiento
de Helicobacter pylori en concentraciones
glevadas.”” Sin embargo el latex tambiéen
contiene una carga microbiana no despreciable
gue es necesario eliminar previamente.

En este trabajo se ha irradiado la sangre de
grado en polvo con rayos gamma a diferentes
dosis para evaluar la variacion de la propiedad
antioxidante en funcion de la dosis aplicada.
lguaimente se ha introducido en peliculas de
guitosano-PVA un extracto hidroalcohdlico de
sangre de grado irradiada y se ha evaluado las
propiedades antimicrobianas de las peliculas
obtenidas.

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Materiales:

El guitcsano proviene de Fluka (viscosidad
>400mPa.s, 1% en acido acetico al 1%), el
1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH) proviene
de Sigma, mientras gue el acido acético
glacial, agar EMB, agar Pseudomonas P,
agar Baird Parker, agar Casoy, caldoc Casoy
y agar Muller Hinton, provienen de Merck. Las
cepas bacterianas: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
fueron adguiridas en el Instituto Nacional de
Salud, Lima, Peru. El latex de sangre de grado
(Croton lechleri) fue obtenido en Oxapamapa,
Cerro de Pasco, Pert.

En la preparacion de las soluciones hidro-
alcoholicas se utilizo etanol de 70° destilaco
previamenie. Estas soluciones fueron al 10%.

La irradiacion gamma de las muesiras se
realizo con un Gammacell 220 Excel (MSD
Nordion) de actividad 14kGy/h, mientras que
los espectros UV-visible fueron obtenidos
con un especirofotometro Biochrom, modelo
Libra 225, 99342. Los espectros IR fueron
obtenidos en USAQ (UNMSM) con un equipo
Nicolet Impact 410.
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Irradiacion de sangre de grado en polvo

El latex coleciaco fue evaporado a sequedad
a 40°C. Las muestras en polvo fueron
empacadas en bolsas de polietilenc de baja
densidad y tratadas con radiacion gamma a
las dosis de 5, 8, 15, 25 y 40kGy,

Evaluacion de la actividad antioxidante
de la sangre de grado irradiada

La actividad antiocxidanie se evaludé mediante
el método de neutralizacion del radical libre
DPPH el cual consiste en determinar la
capacidad de secuestro o de neutralizacion
del radical libre DPPH de una muesira.

Unmgdemuestrafuedisueltaen 10mLdeetanol
al 96%. A partir de esia solucién se prepararon
diluciones de 10 y 50ug/mL. Cada una de esias
diluciones se tratd con la solucién de DPPH de
la siguiente manera: En un tubo de ensayo se
coloco 1,8mL de muestra y 0,7mL de la solucion
de DPPH C,3mM en etanol al 96%. Se dejo en
reposc a temperatura ambiente durante treinta
minutcs. Se midid la absorbancia a 517nm. Se
prepard un blance de la muestra en solucion
etandlica. Estas determinaciones se realizaron
por triplicado. El wube control consistio en una
solucion de DPPH en etanol, el que fue leido
a517nm.

Lz evaluacion de la actividad antioxidante
se expresa comoe porceniaje vy se determina
de acuerdo a la siguiente formula, utilizando
la rutina (un flavonoide) como patrén de

comparacion.'*“
AA% = 100 — 100 [(A_-A VA
Donde:

conere]

AA% = % de actividad antioxidante

A_ = Absorbancia de la muestra
£ = Absorbancia de! blanco
A = Absorbancia de la solucion de DPPH

contro!

Preparacion de hidrogeles de
guitosano-PVA

Se prepararcn soluciones de guitcsano al
1% en acido acético 0,1M vy de PVA al 10%
en agua destilada a 80°C. Se mezclaron
estas soluciones en una proporcion de 4:6
{guitosano/PVA), se dispensaron 20mL de esta
solucion en placas petri (125mm de diametro)
y se empacaron en bolsas de polietileno para
ser irradiadas a 15kGy. Luego, las peliculas
fueron enjuagadas con agua destilada vy
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<ecadas a temperatura ambiente durante
cuatro dias.™

Preparacion de los hidrogeles
conteniendo sangre de grado irradiada

Se prepararon soluciones hidroalcohdlicas de
sangre de grado irradiadas a todas las dosis con
una concentracion de 0,1g/10mL. Los hidrogeles
de 3x3cm fueron embebidos en estas soiuciones
durante 20 minutos. Se llevaron a secar durante
4 dias a temperatura ambiente.

Se cortaron discos de 10mm para ser utilizados
en la prueba de evaluacion de la actividad

antimicrobiana.

Evaiuai:ic’m de la actividad
antimicrobiana de hidrogeles
embebidos

El método utilizado para las pruebas en
peliculas fue de difusion en agar de Kirby-
Bauer siguiendo las recomendaciones del
Comité Nacional de Control de Normas de
Laboratorio Clinico (NCCLS)."® El meétodo se
fundamenta en la inhibicidn del crecimiento
bacteriano mediante la difusion del principio
activo en un medio de culiivo sélido, que se
evidencia con la formacién de zonas claras o
halos de inhibicion.

Seincubaron las placas con agar Muller Hinton
a 37°C por 24h antes de su uso. El inoculo
{preparado a una turbidez equivalente 2 0,5 de
la escala de Mac Farland) fue aplicado sobre
la placa con la ayuda de una torunda (bola de
algodon envuelta en gasa) esteril, cubriendo
totalmente la superficie de la placa sin dejar
una zona libre. Se dejo secar de 3 a 5 minutos
antes de depositar las peliculas embebidas
cortadas en discos de 10mm de diametro. Se
colocaron ios discos sobre el medio sembrado
y se anadio por encima de las peliculas gotitas
de agua esteril, para evitar gue se arruguen,
se incubaron a 37°C por 24 horas.

HIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién de la sangre de grado
irradiada

La sangre de grado en polvo presentd una
coloracion marron, la que se mantuvo después
del tratamiento con rayos gamma, incluso a
40kGy. La solubilidad de la sangre de grado
en polvo tampoco se modificé con la radiacion
gamma. Las soluciones hidroalcoholicas pre-

sentaron la misma coloracion marron rojiza,
Figura N° 1.
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Figura N® 1. Soluciones hicroaicohdlicas de muestras
de sangre de grado sin irradiar € irradiadas con rayos
gamma a diferentes dosis (5. 8, 15, 25 y 40kGy).
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Figura N° 2. Espectro UV-visible de las soluciones
hidroalconolicas de sangre de grado irradiadas & 0, 8, 25
y 40kGyv.
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Figura N° 3. Espectros IR de las muestras de sangre de
grado sin iradiar e iradiadas a 5, 8, 15, 25 vy 40kGy.

Los espectros UV-visible de las soluciones
hidroalcoholicas de sangre de gradc irra-
diadas presentan poca diferencia. En todos
los casos, en el rango UV se ohserva una
banda muy intensa a 22%nm, junio con
bandas mas débiles a 332 y 347nm, Figura N°
2. En el rango visible se observa una banda
ancha a 455nm con un hombro a 600nm. La
infensidad de la banda a 455nm es menor
para la solucion de la sangre de grado sin
irraciar, en comparacion con las irradiadas a
8, 25 y 40kGy.

ElespecirolRdelasangrede gradoenpolvosin
irradhar se caracleriza por a presencia de una
banda intensa y ancha con una transmitancia
maxima a 3330cm’ que puede deberse a
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la presencia de grupos OH, evidenciando
la presencia de polifenoles. La asimetria de
esta banda sugiere que esta mezclada con
sefiales provenientes de grupos carboxilicos.
Otros picos importantes se observan a 1610
" (grupos carbonilo), 1528, 1446, 1349, 1205,
820 y 532cm™.
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Figura N° 4. Disminucion de la actividad antioxidante de
la sangre de grado (a 10pg/mL) en funcién de la dosis de
radiacion gamma recibida.

Los espectros IR de todas las muestras de
sangre de grado con y sin radiacion muestran
los mismos picos, Figura N® 3. No se observo
ningtin cambio significativo. lo que nos sugiere
que la radiacion gamma no ha provocado
cambios importanies en la estructura de lcs
constituyentes de la sangre de grado cuando
se le irradia al estado solido.

Actividad antioxidante

Lz interaccién entre las soluciones de las
muestra de sangre de grado, con y sin radiacion
gamma, y el radical libre DPPH provoca un
cambio del color violeta a amarillc a medida
que disminuye la concentracion del radical lipre.
Este cambio de coloracion se cuantifica con ia
ayuda del espectrofoctometro a 517nm después
de veinte a freinta minutos de reaccion.”

La actividad antioxidante de la muesira de
sangre de grado irradiada a 5kGy y la no
irradiada presentan practicamente el mismo
valor. En cambio los valores para las muestras
irradiadas a 8, 15, 25 y 40kGy disminuyen
rapidamente, Figura N° 4. Teniendo en cuenta
gue la actividad antioxidante de la sangre de
grado esta principaimente relacionada con su
contenido en polifenoles, podemos pensar
que la concentracién de estos compuestos
disminuye con la radiacion gamma. Sin
embargo, en el espectro IR la senal de los
grupos —OH son enmascaradas por la intensa
senal de los grupos carboxilicos también
presentes en estos compuesios.
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De otro lado, el tratamiento de las muestras a
dosis hasta de 5kGy no modifica la actividad
antioxidante haciendo.

Actividad antimicrobiana

Los hidrogeles obtenidos por radiacion gamma
son peliculas trasparentes, flexibles y con una
ligera coloracion amarillenta. Esta coloracion
cambia a marron al embeber la solucion
hidroalcohdlica de sangre de grado.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana
de las peliculas embebidas en solucion hidro-
alcohodlica de la sangre de grado irradiada
ncs muesira gue esta actividad se mantiene
frente a S. aureus inclusive a la dosis de 40
kGy, Figura N° &, Este hecho sugiere gue el
componente © compenenies responsables
de dicha actividad antimicrobiana no han
sido afectados por la radiacidon gamma. La
diferencia de actividad antimicrobiana de las
peliculas con sangre de grade sin irradiar y la
irradiada a 40kGy es minima.

5

Figura N° 5. Pruebas de actividad antimicrobiana con
ios hidrogeles embebidos en solucion hidroalcohdlica de
sangre de grado iradiadz & las dosis de 0. 5, 8, 15, 25 y
40 kGy, frenle 2 S. aureus.

IV. CONCLUSIONES

Este estudic® demuestra que la radiacion
gamma no produce efectos significatives
en los constituyentes de i sangre de grado
cuando ésta se encuentra en forma de polvo.
En todo case, si ha habido cambios, éstos no
han podido ser detectados por espectroscopia
UV-visible o infrarroja. Incluso, la actividad
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antimicrobiana no es afectada & pesar de que
iz muestra fue irradiada & 40kGy. Sinembarge,
la actividad anticxidante se mantiene casi
constante hasta una dosis de 5kGy (dosis de
irradiacion para lograr una descontaminacion
importante de plantas medicinales), pero
luego disminuye a medida que se incrementa
la dosis de irradiacion.
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