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Resumen

Objetivo. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
antibacteriano de la sangre de drago (Croton lechleri) en
cultivos in vitro de cepas bacterianas ATCC; Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, a
diferentes concentraciones 1%, 2%, 4%, 6%, 8%, 16%, 80%,
90% y 100%. Materiales y métodos. Se realizd un total 54
cultivos, de los cuales 27 cultivos corresponden al analisis de
extracto Sangre de drago (Croton lechleri) en distintas
concentraciones frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
27 cultivos al analisis del extracto Sangre de drago (Croton
lechleri) frente a la bacteria Escherichia coli ATCC 25922,
donde se aplicO 3 repeticiones para cada tratamiento.
Resultados. En los resultados no se observo ningln halo de
inhibicion de los discos de sensibilidad preparados en diferentes
concentraciones por lo que se consideran las cepas bacterianas
ATCC; Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli 25922,
no presentan sensibilidad a la sangre de drago (Crotdn lechleri).
Conclusiones. De los resultados obtenidos podemos concluir
que la sangre de drago (Crotdn lechleri) no presenta actividad
antibacteriana para las cepas de cepas bacterianas ATCC;
Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli 25922.

Abstract

Objective. The objective of the research was to evaluate the
antibacterial effect of dragon's blood (Croton lechleri) on in vitro
cultures of ATCC bacterial strains; Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922, at different
concentrations: 1%, 2%, 4%, 6%, 8%, 16%, 80%, 90% and
100%. Materials and methods. A total of 54 cultures were
performed, of which 27 cultures corresponded to the analysis of
the extract of dragon's blood (Croton lechleri) at different
concentrations against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
27 cultures to the analysis of the extract of dragon's blood
(Croton lechleri) against the bacterium Escherichia coli ATCC
25922, where 3 replicates were applied for each treatment.
Results. In the results, no inhibition halo was observed for the
sensitivity discs prepared at different concentrations; therefore,
the ATCC bacterial strains Staphylococcus aureus 25923 and
Escherichia coli 25922 do not show sensitivity to dragon's blood
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(Croton lechleri). Conclusions. From the results obtained we can
conclude that dragon's blood (Croton lechleri) does not present
antibacterial activity for the ATCC bacterial strains;
Staphylococcus aureus 25923 and Escherichia coli 25922.

Introduccion

Croton lechleri es un arbol originario de la Amazonia de América del Sur, que produce
una resina de color rojo, con un gran parecido a la sangre humana, diversos estudios
actuales demuestran sus propiedades medicinales y cicatrizantes, antivirales (1, 17, 18).

Pertenece a la familia de las Euphorbiaceaes, es conocido cominmente como sangre de
drago, y siendo utilizado para los tratamientos empiricos de muchas enfermedades en las
medicinas tradicionales o ancestrales de América Latina (2, 20). Es asi que los nativos de
la Amazonia utilizan las partes del arbol Crotdn Lechleri, para el tratamiento de varias
enfermedades como son las ulceras gastricas, diarrea, artritis, contra picaduras de
insectos, infecciones microbianas, cicatrizacion de heridas y procesos cancerigenos (10,
20).

Teniendo en su latex rojo sus principios activos, donde podemos recalcar los metabolitos
secundarios pertenecientes a diferentes grupos: entre ellos fenoles, terpenoides,
alcaloides, leptinas, polepeptidos, siendo uno de ellos la taspina que actla principalmente
en la cicatrizacion de heridas y poseyendo actividad antiinflamatoria, también tenemos a
la proantocianidina SP-303 con su accion antiviral y ciertos compuestos fendlicos como
el acido clorequinico y coberinas Ay B, que tienen propiedades antimicrobianas (15, 19,
23).

Siendo los compuestos fenolicos metabolitos secundarios, producidos por esta planta,
presentando propiedades bioldgicas como es la actividad antioxidante y la antimicrobiana
(3, 12, 21). Donde a la actividad antioxidante de los compuestos polifenoles, se ha
atribuido la capacidad de eliminar los radicales libres, responsables de causar trastornos
como la diabetes, las inflamaciones, el parkinson, el Alzheimer y el cancer (8, 20, 22).

(4, 9, 11, 13). Estudiaron las otras partes de esta planta Croton lechleri, para asi poder
validar sus usos tradicionales y poder describir su composicion quimica, utilizando para
dicho estudio las hojas corteza, los tallos (madera), las semillas y flores manifiestan que
posee actividades bioldgicas, que benefician la salud de las personas. Mientras que (20),
concuerdan que las hojas, la corteza del arbol, y su savia son de interés farmacéutico por
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su potencial como agentes antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatorios y
antitumorales.

Ademas, el extracto de Croton lechleri posee actividad antimicrobiana, inhibe el
crecimiento de helicobacter pylori y posee un efecto bactericida sobre el mismo, también
sobre bacterias aisladas de ulceras cutaneas sobreinfectadas (14, 3, 5).

(6, 7, 16). Comprobaron la accién antimicrobiana de la especie Croton lechleri para las
siguientes bacterias Sthapylococcos aureus, MRSA, Escherichia Coli y E. fecalis.

Metodologia
Muestras analizadas

El estudio se realizd en la ciudad de Cuenca, en donde se llevaron a cabo el cultivo de
bacterias ATCC certificadas, para lo cual se trabajo con una cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, las mismas que fueron sometidas
a resiembra cada 48 horas (Figura 1.), en los medio Manitol y EMB respectivamente
(Figura 2.), a través de la técnica de siembra por estria, con la finalidad de mantener a las
bacterias viables para el proceso.

w7,

Figura 1. Siembra y resiembra de cepas certificadas
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Figura 2. Agar EMB izquierda y agar manito derecha.
Preparacion de las concentraciones

A parir del extracto madre de Sangre de drago (Crotén lechleri), se adiciond agua estéril
ultra pura para la preparacion de concentraciones al 1%, 2%, 4%, 6%, 8% y 16% en tubos
estériles y conservados a 4°C hasta el momento del uso (Figura 3.), posteriormente las
soluciones fueron transferidas a los discos estériles marca OXOID para evaluar la
susceptibilidad antimicrobiana. (Figura 4.)

Adicionalmente se evalu6 las concentraciones al 80%, 90% y 100% del extracto madre
de Sangre de drago mediante discos de sensibilidad. (Figura 5.)

Figura 3. Preparacion de las concentraciones de sangre de drago.
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Figura 5. preparacion de discos de sensibilidad de 80, 90 y 100%.
Antibiogramas

Se llevo a cabo los antibiogramas mediante la técnica de difusion de disco, en cajas Petri
con Agar Muller Hinton fueron sembradas las cepas ATCC Staphylococcus aureus 25923
y Escherichia coli 25922 por la técnica de siembra masiva o en césped, a partir de las
placa de cultivo Manitol y EMB en crecimiento activo (figura 6.), con ayuda de un hisopo
estéril se tomo 5 colonias que fueron diluidas en 500 pl de suero fisioldgico y ajustadas
al estandar de McFarland(figura 7.); posterior a la siembra se procedié a colocar los discos
de sensibilidad que conllevé extracto Sangre de drago (Croton lechleri) en distintas
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concentraciones 1%, 2%, 4%, 6%, 8% y 16% (figura 8.), realizando tres repeticiones por
cada cepa bacteriana y se incub6 a 37°C por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se procedio a la interpretacion de resultados donde se evalud la concentracion
minima inhibitoria mediante el didmetro de halo de inhibicion. (figura 9.)

De igual manera se procedié a realizar antibiogramas con tres repeticiones por cada cepa
bacteriana a las concentraciones de 80%, 90% y 100% Yy se evalud segun lo descrito
anteriormente. (figura 10)

Se realizé un total 54 cultivos, de los cuales 27 cultivos corresponden al andlisis de
extracto Sangre de drago (Crotén lechleri) en distintas concentraciones frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923y 27 cultivos al analisis del extracto Sangre de drago
(Croton lechleri) frente a la bacteria Escherichia coli ATCC 25922. (Figura 11)

Figura 6. placa de cultivo Manitol y EMB en crecimiento activo de cepas.
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Figura 7.

Figura 8. Colocacion de discos de sensibilidad
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figura 10. Antibiogramas con diferentes concentraciones.
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Figura 11. Cultivos bacterianos.
Resultados
Resultados del antibiograma.

Tabla 1. Distribucion de cultivo y antibiograma.

CONCENTRACIONES Sangre de drago (Crotdn lechleri)

Cepa 1% 2% 4% 6% 8% 16% 80% 90% 100% Medicion
Bacteriana en Halos
Repeticion S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 Omm  enmm
1 mm mm mm mm mm_ mm_ mm_mm
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0mm

mm mm mm mm mm mm mm mm

Cepa 1% 2% 4% 6% 8% 16% 80% 90% 100% Medicion
Bacteriana en Halos
Repeticion  S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 Omm enmm
2 mm mm mm mm mm mm mm mm
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0mm

Cepa 1% 2% 4% 6% 8% 16% 80% 90% 100% Medicién
Bacteriana en Halos
Repeticién S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 Omm enmm
3 mm mm mm mm mm mm mm mm
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 mm

En la tabla 1 se puede apreciar la distribucion del método de estudio realizado; con 54
muestras de cultivo con sus respectivos antibiogramas realizados, y el nimero de
repeticiones por cada tratamiento aplicado; el mismo que se divide en 27 cultivos
corresponden al analisis de extracto Sangre de drago (Croton lechleri) en distintas
concentraciones frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 27 cultivos al anélisis del
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extracto Sangre de drago (Croton lechleri) frente a la bacteria Escherichia coli ATCC
25922.

Discusién

Los estudios en torno a las propiedades antimicrobianas Euphorbiaceaes son vastos y se
vienen realizando desde hace méas de tres décadas. La mayoria de ellos son hechos en
paises andinos y amazénicos como Per( y Brasil. Dentro de estas plantas de compleja
composicion se ha podido ya obtener resultados con el uso de algunas especies de Crotén
spp. Sin embargo, aquellos para C. lechleri no han sido claramente determinados. Las
extracciones se las efecta mayoritariamente como diluciones alcohdlicas, aunque cuando
el extracto es utilizado de forma pura de la corteza como latex u de forma oleica, los
resultados son mas prometedores, especialmente si se lo utiliza como coadyuvante de
otros productos tales como Clorehexidina donde el producto potencializa su accion.
También se puede encontrar diversos productos comerciales en el mercado con también
diversas composiciones. Los estudios que pretenden determinar su DMI a partir de su
Fito toxicidad requieren altas dosis para inhibir el crecimiento de bacterias. Dentro de
esta familia existen algunas plantas que tienen una mayor carga de compuestos fendlicos
como el Acido Géalico que favorece el control de microrganismos. La composicion de la
planta depende ademas de la especie, de su ubicacion geogréafica y forma de extraccion.
La mayoria de estudios se los realiz6 In Vitro y en aquellos que se utiliza la planta In Vivo
se ha evidenciado un detenimiento de la replicacion de los procesos bacterianos, por lo
que su poblacion no incrementa. Esta informacion sobre la Familia Euphorbiaceae se ve
resumida en la Tabla 2.

Tabla 2. Estudio Retrospectivo de las plantas de la Familia Euphorbiaceae usadas
como agentes antimicrobianos

Autores Planta Extraccion Evaluacion  Agente Bidtico  Resultado
. Efecto en la . -
Chen, et al., Croton lechleri Extragt(_)s poli proliferacion Bacﬂlu_s sybtllls_ N/D
(1994) - fendlicos celular Escherichia coli
Identificacion Inhibicién de
Staphylococcus
Peres, et al Croton Extracto . de Salmonella a_Igu_n 0s
! " - Biomoleculas y principios
(1997) urucurana metandlico L aureus .
Actividad himurium activos de la
Antimicrobiana P muestra
Extractos Pseudomonas
. aeruginosa, Inhibicién
comerciales de .
Larrea Castro, Croton lechleri diferentes Respuesta DMI  Staphyloccoccus  dependiendo
etal, (2003) —— - Inhibitoria aureus, el origen de
localidades del Eschericchi |
Pert schericchia a muestra

coli
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Tabla 2. Estudio Retrospectivo de las plantas de la Familia Euphorbiaceae usadas
como agentes antimicrobianos (continuacion)

Autores Planta Extraccion Evaluacion  Agente Bidtico  Resultado
Concentracion
minima
inhibitoria Inhibicién
Tamariz Ortiz, Croton lechleri Extracto Puroen  (CIM)yla Helycobacter  dependiendo
etal, (2003) ——— Dilucion concentracion pylori el origen de
minima la muestra
bactericida
(CMB)
Staphylococcus
aureus ATCC
Le6ny _ Resp_ugsta_ DMI 25_923, _
Santiago, etal., Croton lechleri Crotoq lechleri Inh_|b|tor|a en  Escherichia coli Coadyuvante
(200’7) T + Quitosano Disco post ATCC 25922y
irradiacion Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853
Salmonella
typhimurium,
Extracto de Escherichia coli
[;all C(%Sggé;}t z;rr:)ttr?enri aceite (78% DMI In Vitro , Inhibicion
" Estragol) Sthaphylococcus
aureus, Shigella
flexneri
Croton Pseudo_monas
Selowa, et al. megalobotrys; Extracto de . St:srz;%::]gosgéus A
(20(’)9) ' C._ aceite DMI In Vitro aureus, Inhibicion
S
' coli
Cromatografia
o . para _ .
Rossi, et al., PEnC'p!?. AC(thVO Extracto de determinar Eslgher:jchla coli ReQuc_e etl
(2011) SPECINICO € . teza en aceite  Dosis Minima Y " ondomonas — crecimiento
Croton lechieri L aeruginosa bacteriano
Inhibitoria
(HP-TLC)
Preventivo en la
Rossi, et al., Croton lechleri Extracto de C. Anti muta proliferacion de N/D
(2013) =~ lecherien aceite génico Céncer Colon
rectal e Higado
Rossi, et al., Croton lechleri Extracto de C.  Control in vitro Salmonella N/D
(2013) = lecherienaceite de Salmonella  typhimurium
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Tabla 2. Estudio Retrospectivo de las plantas de la Familia Euphorbiaceae usadas
como agentes antimicrobianos (continuacion)

Autores Planta Extraccion Evaluacion  Agente Bidtico  Resultado
Respuesta In Bacterias
Corrales Evaluacién del g/ itro fie aer:olb Icas, Controla el
Ramirez, et al., Croton lechleri extracto hacterias Staphylococeus crecimiento
' v o aisladas de aureus (ATCC) .
(1997) etanélico e bacteriano
Ulceras y Escherichia
dermicas coli (ATCC)
Producto SB Fqu;(;;elraapla
Texeira, et al., Croton lechleri 300 como re\fencion de Preventivo en N/D
(2016) = extracto de pres Diarreas
Diarreas en
corteza
Terneros
Fluido terapia Flora intestinal
Producto SB P (Firmicutes,
. para la .
Texeira, et al., Croton lechleri 300 como revencion de Bacteroides, N/D
(2016) R — extracto de pD_ Proteobacterias
iarreas en
corteza Terneros
Bifidobacterias)
Identificacion
Aviles Actividad
Hidalgo, et al., Croton lechleri ~ Extracto Puro  Antimicrobiana Streptococeus N/D
mutans
(2018) en halos de
inhibicion
Staphylococcus
Disolucién en aureus, Inhibicion de
Garcia Diaz, et . . I,Ex_tractos Respuesta de ES.Che”Ch.'a a_lgu_n 0s
Croton linearis  organicos de los . o coli, Candida principios
al., (2019) . Fito toxicidad : .
Biocomponentes albicans , activos de la
de hojas Asperigillius muestra
fumigatus
A partir de
Identificacion Acido Galico
de Principios y su
Diedrich, etal, Croton lechleri _Ac_t|_vos que Cromatografia N/D mayo“t_af',a
(2021) justifiquen las composicion
propiedades de
cicatrizantes Compuestos
Fenolicos
Pseudomona
aeruginosa;
Klebisiella
. I.DO. Extracto de pneumoniae,
Nasicimiento . . Respuesta In  Staphyolococcus S
. Croton lechleri aceite (78% . . ) Inhibicién
Silva, etal., ———— Estragol) Vitro a 4 Dosis aureus;
(2022) g Escherichia
coli;
Enterococcus
faecalis
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Tabla 2. Estudio Retrospectivo de las plantas de la Familia Euphorbiaceae usadas
como agentes antimicrobianos (continuacion)

Autores Planta Extraccién Evaluacibn ~ Agente Bidtico  Resultado
Croton
Vasconcellos, argyrophyllus Extracto de Aceite Streptococcus
Croton . escencial + Coadyuvante
et al.,, (2023) . corteza en aceite s spp.
pluriglandulosus Clorehexidina

Especificamente para el control de Staphyloccoccus aureus y Eschericchia coli se han
utilizado diversos extractos etnobotanicas resumidos en la Tabla 3. Las dosis de
inhibicion en los extractos son relativamente altas y su efecto inicia a partir de los 600
mg/ml; sin embargo, existe inhibicidn con dosis de 600mg/ml o mayores dependiendo la
planta y su origen. En relacién a concentraciones las diluciones superiores a 50%
presentan ya una respuesta inhibitoria, sin embargo, los resultados son més favorables
mientras mas pura es la dilucién (100%). Dosis bajas son utilizadas para potencializar el
efecto de otros productos comerciales, utilizados en diversos usos como el Quitosano.
Cuando se logra identificar los principios activos la dosis de aplicacion disminuye
considerablemente y sus efectos inician con dosis de 150ug/ml. Se asume también que,
dado a su efecto cicatrizante, el producto evita la propagacion de bacterias, productos de
su propia accion, es por esta razon que se lo usa en diversos procedimientos quirargicos
como por ejemplo en tratamientos bucales. El producto controla varias bacterias
aerobicas, intestinales (Firmicutes) y otras enterobacterias. A pesar de esto la respuesta
reportada hacia E. coli es muy baja y la respuesta hacia S. aureus es media, pero con altas
dosis.

Tabla 3. Estudio Retrospectivo de los Efectos Antibacterianos sobre Staphyloccoccus
aureus y Eschericchia coli

Autores Planta Agente Biotico Efecto Dosis Resultado
Chen, et al., Croton . . No existe efecto
(1994) lechleri Escherichia coli citotoxico 900 mg/ml, N/D
Existe efecto de Inhe:lb '3:%2 de
Peres, et al., Croton Staphylococcus algunas N/D rigci 08
(1997) urucurana aureus biomoléculas a([:)tivospde la
(Hex/DCM)
muestra
No existe efecto
Larrea Staphyloccoccus p?rrw?:lisi(i/ c:a“’ Inhibicion
Castro. et al Croton aureus, hallindose 50% a 100%  dependiendo el
! " lechleri Eschericchia . para S. aerus origen de la
(2003) X coliformes en la
coli - muestra
muestra previo a la
siembra.
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Tabla 3. Estudio Retrospectivo de los Efectos Antibacterianos sobre Staphyloccoccus

aureus y Eschericchia coli (continuacion)

Autores Planta Agente Biotico Efecto Dosis Resultado
Bidens pilosa Todas las plantas
L., Bixa presenetan algln
orellana L., efecto contra S.
Cecropia Staphylococeus aerous mientras J. Las dosis
. peltata L., secunda, P. .
Rojas, et al., Cinchona aureus ATCC, , ulchrum. B superiores a 0.6 Inhibicion
(2006) R Escherichia coli P . pg/ml presenta
officinalis L., orellana L, J. y -
L ATCC mas efectividad
Gliricidia secunda y P.
sepium H.B. & pulchrum presenta
K, Jacaranda mayor actividad
mimosif frente a E.coli
Ledn Staphylococcus Concentracion
Santia Oy ot Croton aureus ATCC, Efecto en S. aureus minima S. Coadvuvante
al (2%0’7) lechleri Escherichia coli y no en E. coli aureus es Y
B ATCC 0,025g/10mL
Existe
sensibilidad
con dosis de
Escherichia coli egtfarzgr{ﬂtga
Da Costa, et Croton , Inhibicién de 1ma/ml a Inhibicién
al., (2008) zehntneri Sthaphylococcus Crecimiento grm q
AUreus exepecion de
' Salmonella
donde no se
determina
actividad.
Croton . Staphyloccoccus 0,625 mg/ml
megalobotrys; S
Selowa, et al., C aureus, Inhibicion de para S. aerous y Inhibicién
(2009) . . Eschericchia Crecimiento 1,25 mg/ml
steenkapianus; coli ara E. coli
C. silvaticus P '
Efecto
Antimicrobiano del
Principio principio activo
Rossi. et al Activo con 10,10 mg/ml 100 ma x caia Reduce el
. " Especificode Escherichia coli reduce el g xcaj crecimiento
(2011) o petri -
Croton crecimiento bacteriano
lechieri microbiano, hasta

100mg/ml detiene
el crecimiento
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Tabla 3. Estudio Retrospectivo de los Efectos Antibacterianos sobre Staphyloccoccus
aureus y Eschericchia coli (continuacion)

Autores Planta Agente Biotico Efecto Dosis Resultado
Control de la
poblacion aislada
Corrales Staphylococcus por una posible Dosis Controla el
Ramirez, et Croton_ aureus A.TCC. actividad equivalente a crecimiento
! lechleri Escherichia coli - - .
al., (1997) antimicrobiana. No 50% bacteriano
ATCC . N
existe crecimiento
de UFC
Alta actividad de . Inhibicion de
Staphylococeus las biomoleculas Dosis algunos
Garcia Diaz, Croton aureus, superiores a 19uno
: . S halladas (TE, CleF, principios
et al., (2019) linearis Escherichia C-6. E | 0,62 pg/mL del ivos de |
coli -6, EtOAc, CIM- principio activo activos de la
' F, ReF) muestra
S Existe mayor
Do Staphylococcus Inr_ub_lcnon de sensibilidad
Nasicimiento Croton aureus; crecimiento para con dosis de S
. - S todas las bacterias Inhibicion
Silva, et al., lechleri Escherichia 150 mg/mly
. desde los 37 .
(2022) coli; ma/ml esta es similar a
g 300 mg/ml.

En el presente estudio al no existir varianza en los resultados y al no estar determinado
un claro efecto bajo dosis bajas de 1%, 2%, 4%, 6%, 8% y 16%, ni a dosis altas de 80%,
90% o 100% como reporta la literatura, se procedié a realizar una comparacion
sistematizada y visual con otras investigaciones, diagramadas en la Figura 1.
Sistematizacion de Dosis Reportadas. Se observa que las investigaciones bajo la
circunferencia negra, no presentaron resultados prometedores o estan definidas claras sus
dosificaciones, las investigaciones con Croton lechleri, representadas en circulos de tonos
azules requieren en su mayoria dosis altas, mientras los reportes de dosis bajas son
aquellos en los que se han identificado y utilizado los componentes de la planta; Croton
spp representados con tonos azul oscuro requieren dosis medias y otros principios activos
representados en una circunferencia gris, requieren diversidad de dosis por lo que se
encuentra Unicamente visualizado en medio de la figura.
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Figura 1. Sistematizacion de Dosis Reportadas
Conclusiones

e De los resultados obtenidos podemos concluir que la sangre de drago (Croton
lechleri) no presenta actividad antibacteriana para las cepas de cepas bacterianas
ATCC; Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli 25922.
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