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Resimen

La presente publicacion pretende dar una vision del
conocimiento cientifico quimico-biolégico del Croton lechleri
Muell. Arg., “sangre de grado”, esperando asi brindar un aporte
para su mejor conocimiento y aprovechamiento.

Del Croton lechleri se han reportado constituyentes quimicos
como alcaloides, fendlicos, diterpenos y esteroides. Asimismo,
los reportes cientificos indican que se han realizado diversos
ensayos biolégicos para evaluar su actividad antimicrobiana,
antioxidante, antimutagénica, citotdxica, antiinflamatoria,
inmunomoduladora y cicatrizante. Se discuten los resultados
reportados.

Palabra clave: Croton, C. lechleri, sangre de grado, taspina,
proantocranidina, cicatrizante.

Introduccion

Sangre de Grado es el nombre comdn para varias especies
del genero Croton, de la Familia Euphorbiaceae, en alusién al
latex color rojo vino que ellas exudan. Entre esas especies
podemos citar el Croton lechleri Muell. Arg., la mas estudiada
cientificamente; el C. erythrochillus Muell. Arg., el C.
palanostigma Klotsch también conocido, en algunos casos,
como C. draconoides Muell. Arg., entre otros.

Para el género Croton, del griego Kroton - garrapata del
perro en Europa, en alusion a lo parecido de las semillas en
ciertas especies -, se reporta 52 especies para el Pera de las
700 que existen a nivel mundial'. Muchas de ellas tienen uso
medicinal y algunas se utilizan ademas en la cosmética y en
la agroforesteria®.

* E-mail: olock@pucp.edu.pe

La presente publicacion pretende resumir los estudios
quimicos y farmacologicos reportados a la fecha en las revistas
cientificas sobre el Croton lechleri Muell. Arg. conocido ademads
de sangre de grado, como sangre de dragon, palo de grado,
dragon’s blood, entre otros, esperando asi brindar un aporte
para su mejor conocimiento y aprovechamiento.

Se reporta la distribucién del C. lechleri en la Amazonia
baja y alta, por debajo de los 1000 m., en Per( y Ecuador. En
el Peru se encuentra principalmente en los departamentos de
Amazonas, Cusco, Huanuco, Loreto, Madre de Dios y San
Martin®; y dentro de sus usos medicinales podemos mencionar:
como cicatrizante, para el tratamiento de dlceras estomacales
e intestinales, para la fiebre, paludismo, tos, resfrio, faringitis
vy amigdalitis, diarreas, sobrepartos, contraceptivo®*, y como
antitumoral®, entre otros.

Debemos mencionar que los primeros escritos del uso de
la sangre de grado provienen de los anos 1600’s, en los que
el uso fue ampliamente distribuido y aun permanece hasta
nuestros tiempos®.

Constituyentes quimicos

Dentro de los compuestos quimicos reportados para el C.
lechleri se encuentran principalmente los alcaloides, com-
puestos fendlicos (lignanos y taninos) y diterpenos; asimismo,
se han reportado esteroides y otros fendlicos simples.

a. Alcaloides

La taspina, fue el primer alcaloide aislado del latex de C.
lechleri y fue reportado por Persinos y col. en 1979
Posteriormente la taspina fue reportada en otras especies de
Croton como C. draconoides® y C. palanostigma’®. Debemos
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mencionar que la taspina habia sido aislada previamente de
especies de la familia Berberidaceae'®, (ejm. Leontice
ewersmanni Bunge).

En las hojas también se ha identificado la taspina y el
alcaloide morfinandienona sinoacutina', asi como los
aporfinicos, magnoflorina, isoboldina, norisoboldina, glaucina
y taliporfina®; estos dos ultimos también han sido encontrados
en hojas de C. draconoides®.
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‘Se“ha demostrado que por la presencia de los diferentes
alcaloides en las hojas de C. lechleri, éste puede encontrarse
en 3 quimiotipos. El quimiotipo 1 que contiene glaucina,
taliporfina e isoboldina; el 2 que contiene taliporfina e
isoboldina, y el 3, anicamente isoboldina. En todos los casos
el contenido de magnoflorina, norisoboldina 'y taspina fue
constante. El quimiotipo mas abundante es el tipo 2°

Asimismo, ensayos en diversas muestras de latex para deter-
minar el contenido de taspina dio un promedio de 9% sobre
base seca (en un rango de 1,2 a 20,4%); en el caso de las
hojas, el contenido varié de 0,1 - 1,4%. Los ensayos fueron
hechos en alrededor de 500 muestras de latex, y de hojas de
260 arboles, colectados entre febrero de 1996 y setiembre
1997°,
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En nuestros laboratorios de la PUCP hemos evaluado 9
muestras de latex en el afio 1997 y el contenido de alcaloides
totales estuvo en un rango de 1,65 a 3,24%, sobre base seca'?;
posteriormente entre los afos 2002 y 2003, se evaluaron 100
muestras siendo el contenido muy variable entre 0,1 y casi
6%"3.

Debe comentarse que se ha encontrado que el latex de C.
lechleri de Per( tiene mayor contenido de taspina que el de
Ecuador'.

b. Compuestos Fendlicos
(i) Proantocianidinas

Los mayores constituyentes del latex son las pro-
antocianidinas (también referidas como procianidinas, taninos
condensados o procianidinas oligoméricas, PCOs); las
proantocianidinas constituyen como minimo el 90% del latex
sobre peso seco. Se encuentran los monémeros: (+)-catequina,
(-)-epicatequina, (+)-gallocatequina, (-)-epigallocatequina, las
conocidas procianidinas dimeras B-1 y B-4, y otros dimeros
[epicatequina-(4f—8)-catequina, catequina-(40—8)-
epicatequina, catequina-(4a—8)-epigallocatequina, gallo-
catequina-(40—8)-epicatequina, gallocatequina-(40—6)-
epigallocatequina)] y trimeros [catequina-(40—8)-gallotequina-
(4o.—6)-gallocatequina, gallocatequina-(4a—8)-gallotequina-
(40—8)-epigallocatequina] .
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También se han detectado como mayores componentes
otros oligdbmeros superiores hasta heptédmeros; aunque hay
evidencias de la presencia de otros de mayor peso molecular
conteniendo hasta 20 unidades de flavan-3-ol's.

El procesamiento de las PCOs produce una mezcla compleja
conocida como SP-303 compuesta principalmente de (-)-
galloepicatequina y (+)-gallocatequina, y en menor proporcion
(~Jepicatequina y (+)-catequina'’.

‘(i) Lignanos

Del latex se han aislado los fignanos dihidrobenzofuranos:
3’,4-O-dimetilcedrusina y 4~O- metilcedrusina'®.
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c. Terpenos

De la corteza C. lechleri se aislaron los diterpenos tipo
clerodano: acido hardwickiico, bicantrol, crolechinol y acido
crolechinico, korberin A y korberin B,
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d. Misceldneos

Del latex se aislaron también los siguientes compuestos:
1,3,5-trimetoxibenceno, 2,4,6-trimetoxifenol, 3,4-dimetoxifenol,
alcohol 3,4-dimetoxibencilico, alcohol 4-hidroxifenetilico y
sus ésteres acetatos; asimismo, los esteroles: sitosterol, sitosterol-
B-D-gluropirandsido y B-sitostenona'.

Entre los constituyentes volatiles del latex se han deter-
minado los acetatos de etilo, propilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo
y 1-butilo, el propionato de etilo, 2-metitbutanol, 3-metil-2-
pentanol, y eucaliptol®.

Actividades Biologicas
a. Actividad antimicrobiana

Mediante un estudio de bicautografia se logré demostrar
que el latex crudo de Sangre de Crado (SG) proveniente de
Ecuador posee leve actividad antimicrobiana contra las bacterias
Bacillus subtilis y Fscherechia coli (Minima Cantidad [nhibitoria
= 10 mg. El extracto cloroférmico del latex crudo posee
mayor actividad (MCl = 0,08 pg). Compuestos aislados del
fatex crudo, como el 1,3,5-trimetoxibenceno y el 2,4,6-
trimetoxifenol (MCI = 0,0003 pg) son 30 veces mas activos
que la penicilina o el cloranfenicol contra el B. subtilis. Otros
compuestos presentes en el latex crudo con mediana actividad
antibacteriana son los diterpenos korberin Ay B (MCI = 0,04
y 0,05 mg, respectivamente)’.

b. Actividad antioxidante

Desmarchelier et al.?" calcularon el potencial total de
reactividad antioxidante (TRAP) en un sistema de generacion
de radicales peroxilo. El TRAP se mide en equivalentes de
Trolox necesarios para suprimir la quimioluminiscencia emitida
por el sistema ABAP/luminol. El TRAP calculado para el tatex
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crudo fue de 935,4 + 141 uUM. A bajas concentraciones, el
latex de SG incrementa la luminiscencia, sugiriendo esto
actividad prooxidante. Estos resultados pueden indicar que el
latex de SG contiene una alta concentracién de compuestos
antioxidantes, pero de reactividad relativamente menor
comparada con el Trolox.

Algo parecido ocurre con el test de inhibicion del dafio
causado al aztcar del DNA, mediado por radicales libres. En
este test, el latex de SG posee actividad prooxidante a bajas
dosis (1 y 10 ug/ml) y antioxidante a altas dosis (100 y 1000
pg/mi)?'.

En un test de actividad antioxidante, que se basa en la
quimioluminiscencia iniciada por hidroperoxidos en
homogenizados de higados de rata, el latex de SG, a diversas
dosis, posee actividad prooxidante??.

Segln Risco et al.?, el latex de SG neutraliza muy bien
a los radicales libres de DPPH (IC,, = 7,73 ug/mL). Ademas,
el latex reduce la formacion de ROS (Reactive oxygen species)
en neutrofilos humanos a concentraciones menores de 1 ug/
mL. Sin embargo, a concentraciones mayores de 30 pg/mlL, se
empiezan a observar los efectos prooxidantes del latex.

c. Actividad antimutagénica

Rossi et al.2* usaron el test de Ames para evaluar la actividad
mutagénica y antimutagénica del latex liofilizado de Croton
lechleri, proveniente de Ecuador. No se observé actividad
mutagénica en la bacteria Salmonella typhimurium, cepas TA98
y TA100, con o sin activacién por el sistema exogeno
metabélico 59. Por otro lado, el latex inhibe la actividad
mutagénica del 2-aminoantraceno, un mutageno indirecto que
requiere activacion metabolica por S9. En cambio, la actividad
antimutagénica del latex contra los mutagenos directos azida
de sodio y el 2-nitrofluoreno, es solo moderada. Estos resultados
sugieren que el mecanismo de accion antimutagénico de la
SG es por medio de la inactivacion del complejo 59, 1o cual
impide la transformacion del 2-aminoantraceno a su forma
activa mutagénica. Es probable que S9, una mezcla de enzimas
hepaticas, sea inactivada por el alto contenido de
proantocianidinas en el latex, los cuales actdan como agentes
acomplejantes de proteinas.
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d. Actividad citotoxica, antiproliferativa, tumorogénica

Usando la técnica de aislamiento guiado por bioensayo,
Itokawa et al.® aislaron el alcaloide taspina como el principio
activo citotéxico presente en la SG (Croton palanostigma). E!
valor de IC, encontrado para la taspina fue de 0,39 y 0,17 ug/
ml contra las células KB y V-79, respectivamente.

Chen et al." evaluaron la actividad citotéxica contra células
KB (carcinoma oral epidermoide) del latex de Croton lechleri
proveniente de Ecuador, el cual solo contenia trazas de taspina.
Se encontré que tanto el latex crudo como liofilizado no
posefan actividad citotéxica (IC,, mayor de 900 e igual a 187
pg/mL, respectivamente). Ninguno de los extractos preparados
a partir del latex tampoco poseia actividad citotoxica, lo cual
confirma que la alta concentracion de taspina en el latex es
importante para la aparicién de esta actividad.

Por otro lado, Rossi et al.** evaluaron la actividad anti-
proliferativa del latex liofilizado de C. lechleri de Ecuador. Se en-
contré que el latex tiene un efecto antiproliferativo de las células
K562 (leucemia humana), el cual es dependiente de la dosis.

El hecho de que el ldtex no promueve el crecimiento de
células cancerosas coincide con lo encontrado por Vaisberg et
al.?®, quienes, usando el modelo de induccion de cancer de
piel en ratones, demostraron que la aplicacion tépica por 12
meses del latex de SG o del clorhidrato de taspina, no induce
a la aparicion de tumores de la piel en ratones.

e. Actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora

La estimulacion de la fagocitosis in vitro por medio del
latex de SG va a depender de la dosis?*. A concentraciones
menores de 20 pg/ml se observa un aumento de la fagocitosis
por parte de los monocitos humanos, sin embargo, a una
concentracion de 50 pg/ml se observa lo contrario. El latex de
SG ademas tiene la propiedad de inhibir la proliferacion de
linfocitos activados con el mitégeno concanavalina A vy la
proliferacién de células de leucemia linfoide. Esto sugiere que
el latex inhibe la respuesta inmune de tipo celular.

También se ha probado que el litex de SGC es un potente
inhibidor de la via clasica y alternativa del complemento®.

Se ha evaluado la actividad antiinflamatoria tanto del latex
de SG, como la del clorhidrato de taspina. El latex de SG,



administrado intraperitonealmente en ratas, es efectivo en el
tratamiento de inflamacion aguda inducida por carragenina.
Una dosis de 5 mg/kg i.p. de SG es equivalente a 20 mg/kg
i.p. de naproxeno*. Por otro lado, el clorhidrato de taspina a
una dosis de 20 mg/kg por via oral es equivalente a 1 mg/kg
de indometacina oral en el modelo animal de poliartritis’. Se
puede decir que el efecto antiinflamatorio mostrado por el
latex se debe en gran parte a la presencia de taspina, aunque
no debe descartarse el aporte de otros compuestos.

Miller et al.?® proponen que el latex de SG podria usarse
para el tratamiento de diarreas y Ulceras gastricas. Ellos
evaluaron un producto comercial (Zangrado), el cual es una
mezcla de latices de C. lechleriy C. palanostigma provenientes
de Tingo Maria. Usando un modelo de Glcera gastrica aguda
en ratas, se demostré que el tratamiento oral por 7 dias con
SG, diluido 1:1000 ¢ 1:10000, reduce el tamario y el contenido
bacteriano de la tlcera. Ademas, los genes proinflamatorios
(TNF-ct, iNOS, IL-1B, IL-6 y COX-2), que generalmente estan
sobreexpresados durante la induccion de la ulcera, se ven
reducidos con el tratamiento con SG, en especial los genes
iINOS y la IL-6. Por otro lado, la actividad de la enzima
mieloperoxidasa, la cual es usada como un indice del contenido
de infiltracion granulocitica, se encuentra disminuida con el
tratamiento con SG. Miller et al. también demostraron que la
SG puede disminuir la secrecion del epitelio ileal por un
efecto directo sobre los nervios sensoriales aferentes?.

f. Actividad cicatrizante

Vaisberg et al.?’, usando un modelo de cicatrizacién en
raiones, encontraron que la actividad cicatrizante del clorhidrato
de taspina es mayor que la del latex de C. lechleri, diluido al
10%. La actividad cicatrizante del clorhidrato de taspina es
dépen‘diente de la dosis (ED,,=0,375 mg/kg). Un estudio in
vitro con células de fibroblastos humanos muestra que el
clorhidrato de taspina no tiene un efecto proliferativo sobre
éstas células, pero que puede ser citotdéxico a concentraciones
mayores de 150 mg/mL.

Aparentemente, el mecanismo de accién por el cual el
clorhidrato de taspina ejerce su actividad cicatrizante es la
estimulacion de la migracion de fibroblastos®.

Por otro lado, Pieters et al.'®? usaron la técnica de
fraccionamiento guiado por bioensayo usando un test in vitro
de estimulacion de la proliferacion de células endoteliales. Se

observo que la 37,4-O-dimetilcedrusina (obtenida a partir de
Croton spp.) ejerce un efecto estimulatorio de proliferacion de
células endoteliales, pero sin un aumento de la incorporacion
de la incorporacion de timidina tritiada. Esto sugiere que dicho
compuesto en realidad ejerce un efecto de proteccién cuando
las células se encuentran en un medio deficiente de nutrientes.
El alcaloide taspina no estimula la proliferacién celular, pero
en cambio resulta ser citotoxica para las células endoteliales.

Porras-Reyes et al.?® utilizan el mismo modelo de
cicatrizacion in vivo usado por Vaisberg y colaboradores?, y
demuestran que la taspina disuelta en DMSO (al igual que el
clorhidrato de taspina) también tiene actividad cicatrizante. El
mecanismo de accion de la taspina es probablemente el de
estimular la migracion de fibroblastos y no tiene ningln efecto
sobre la proliferacion de estas células.

Pieters et al.?’ realizaron un experimento in vivo para evaluar
la actividad cicatrizante en ratas tanto del extracto crudo, como
de algunos de sus componentes (taspina, 37,4-O
dimetilcedrusina y la mezcla de proantocianidinas) y de
proantocianidinas sintéticas. Se encontré que el latex crudo
estimula Ja contraccion de la herida, la formacion de la costra,
la formacién de nuevo colageno v la regeneracion del epitelio.
La 37,4-O-dimetilcedrusina y la taspina poseen menor actividad
cicatrizante que el latex crudo.

La fraccion polifendlica, obtenida por extraccion del latex
crudo con acetato de etilo, es ligeramente menos activa que
el latex crudo. Esto quizas se deba a que esta fraccion
polifenslica contiene relativamente menos oligédmeros
pequerios que el latex crudo, ya que estos son los mas faciles
de extraer con el acetato de etilo. Esta fraccion polifenélica
estimula la contraccion de la herida y formacién de la costra,
pero retrasa la reparacion de la herida por una disminucion de
la formacion de nuevos fibroblastos®.

Segun Pieters et al.??, la taspina no tiene influencia en el
proceso de cicatrizacidén, aln a concentraciones citotoxicas.

Analizando todos estos resultados se puede concluir que la
actividad cicatrizante de la Sangre de Grado se debe a la
conjuncign de varios compuestos con actividades antioxidante
(compuestos fendlicos), antimicrobiana (compuestos fendlicos,
diterpenos), antiinflamatoria (taspina y otros), estimulante de
la migracion de fibroblastos (taspina), formadores de costra
(polifenoles) y estimuladores de células endoteliales (3 ",4-O-
dimetilcedrusina).
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Productos derivados de Sangre de Grado

En la década de los 90, la compania norteamericana Shaman
Pharmaceuticals, desarrollé un derivado a base del latex de
SG, proveniente de C. lechleri. Este derivado, Hlamado SP-303,
se define como una proantocianidina oligomérica heterogénea
que es obtenida luego de un procedimiento que consta de por
lo'menos 7 pasos de diversas técnicas cromatograficas. El
oligémero consta en promedio de 7 unidades, pero puede
tener hasta 11 unidades de los cuatro esterecisémeros de
catequina y galocatequina. El peso molecular promedio del
oligémero es de 2100 uma'’.

Una serie de estudios tanto in vitro como in vivo demuestran
que el SP-303 posee gran actividad contra el virus RSV,
influenza A y parainfluenza, que es comparable a la ribavirina.
El SP-303 ademas posee actividad contra el virus del Herpes
tipo 1y 2 y el virus de la hepatitis A y B. El mecanismo de
accion antiviral parece ser la unién del oligomero a proteinas
de la envoltura viral, lo cual resulta en una inhibicién de la
unién y penetraciéon del virus a la membrana de la célula
huésped'”.

Estos resultados motivaron la aparicién de un ensayo clinico
de fase Il para evaluar la eficacia del uso tépico del SP-303
en el tratamiento de herpes genital o anal en pacientes con
SIDA. Este estudio, con 43 pacientes, muestra que el 50% de
fos cultivos de los pacientes tratados con SP-303 {versus 19%
en el grupo placebo) se tornan negativos®,

Cabriel et al.?', usando un modelo in vivo, demuestran que
el SP-303 disminuye la secrecién intestinal causada por la
toxina del célera. Ademas, en un modelo in vitro, el SP-303
disminuye la secrecion de cloruros mediada por el AMPc.
Estos datos sugieren el posible uso del SP-303 como un agente
antidiarreico.

Holodniy et al.?? llevaron a cabo un ensayo clinico, doble
ciego contra placebo, en 51 pacientes para evaluar la efectividad
del SP-303 como antidiarreico en pacientes con SIDA. Luego
de 4 dias de tratamiento con SP-303 (500 mg VO cada 6
horas), se observd una moderada disminucion en fa frecuencia
y volumen de las diarreas, con respecto al grupo placebo.

Un estudio doble ciego contra placebo en 169 pacientes

con diarrea del viajero mostré que la eficacia del SP-303 en
disminuir la duracion del episodio diarreico fue del 21%3.
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Patentes

La primera patente sobre Croton lechleri fue la presentada
por Persinos en 197434, Dicha patente describe la preparacién
de cremas, lociones, ungiientos y aerosoles conteniendo el
latex de Sangre de grado a una concentracion aproximada del
10%. El uso de estos preparados farmacéuticos esta orientado
hacia el tratamiento de cortes, heridas o abrasiones de menor
tamano®. Dos afios antes, Persinos habia patentado varias
formas farmacéuticas antiinflamatorias conteniendo taspina
obtenida a partir de C. lechleri. Se describe el uso tanto de
taspina como el de sus respectivas sales.

Lewis et al.’® patentan el uso de acido taspinico disuelto en
DMSQO como cicatrizante, mientras que Winter et al.?”, trabajan
con la sal monosédica del acido taspinico.

Tempesta et al. proponen que las proantocianidinas (2-11
unidades de flavonoides), aisladas de especies de Croton,
pueden ser usadas para el tratamiento de enfermedades
causadas por el virus Herpes simplex, virus para influenza 3,
virus Influenza A, By C y el virus RSV385,

Conclusiones

En el latex de SG se reporta la taspina como ler alcaloide
aislado, el que posteriormente fue encontrado en latex de
otras especies de Croton. En las hojas se han aislado ademas
de la taspina, otros alcaloides como la sinoacutina,
magnoflorina, isoboldina, norisoboldina, glaucina y taliporfina.
Se demuestra que el contenido de alcaloides presenta una
gran variabilidad en las diferentes muestras analizadas.

Dentro de los compuestos fenélicos encontrados en el latex
estan principalmete las proantocianidinas, las que constituyen
como minimo el 90% del latex. Ellas se encuentran como
monoémeros, dimeros, trimeros, hasta heptameros; aunque también
se presume que exitan hasta con 20 unidades de flavan-3-ol.

Del latex también se aislaron compuestos fendlicos de
estructura simple, asi como esteroles de ocurrencia comin en
las plantas; y en el caso de constituyentes volatiles se
encontraron ésteres acetatos y propionatos de diferentes
alcoholes de bajo peso molecular.

Investigaciones en la corteza reportaron diterpenos tipo
clerodano como constituyentes, entre ellos el acido



hardwickiico, bicantrol, crolechinol, acido crolechinico,
korberin A y B.

El latex de SG posee varias propiedades biologicas, entre
las que destacan la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria,
antioxidante, cicatrizante y citotéxica. Se ha logrado aislar los
compuestos quimicos responsables para algunas de estas
actividades. Por ejemplo, la actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram positivas se deberia en gran parte a compuestos
fenolicos simples. Las actividades antiinflamatoria y citotéxica
se deben a la presencia de taspina en el latex, aunque no se
descarta que otros compuestos puedan estar involucrados, sobre
todo en lo que a la actividad antiinflamatoria se refiere.

El latex crudo de SG muestra mayor actividad cicatrizante
que cualquiera de las fracciones o compuestos aislados a partir
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