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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto del latex Croton lechleri (sangre de grado) en la regeneracién de las extremidades amputadas de
salamandras. Material y métodos: Estudio experimental con grupo control. Se realizé la distribucién aleatoria de 8 salamandras en
2 grupos. Después de un periodo de adaptacion unas de las extremidades posteriores fueron amputadas a una distancia de 0.5cm
desde la base. Los animales recibieron de manera tépica tratamiento: Grupo control (n=3) 2 gotas de suero fisioldgico; Grupo Croton:
2 gotas de latex de Croton lechleri. Los tratamientos fueron realizados cada 12 horas durante 38 dias. Se realizaron mediciones de
la longitud (cm) de los mufiones los dias 0 (basal), dia 8, 13, 18, 23, 28, 33 y 38. Los grupos fueron mantenidos en acuarios bajo
condiciones de alimentacion estandar. Resultados: La longitud de las extremidades amputadas tratadas con Croton lecheriresultan
ser estadisticamente superiores al grupo control a partir de las mediciones realizadas el dia 28 en adelante (p=0.025). Al finalizar los
tratamientos, el delta de la longitud de crecimiento de los miembros amputados de las salamandras controles fue 0.6 * 0.1 mm,
mientras que las tratadas con Crotfon lechlerifue 1.35 + 0.25cm encontrandose diferencia significativa en ambos grupos (p= 0.003).
Ademas, se observa el crecimiento del implante distal en su 70 % de la totalidad del tamafio original. Conclusion: El latex de Crofon
lechleri (sangre de grado) favorece la regeneracion de extremidades amputadas de salamandras.
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Objective: To demonstrate the effect of Croton lechleri latex (sangre de grado) on the
regeneration of amputated limbs of salamanders. Material and methods: Experimental
study with group control. The random distribution of 8 salamanders in 2 groups was
performed. After a period of adaptation of the hind limbs were amputated at 0.5cm from
the base. The animals received topical treatment: Control group (n = 3) 2 drops of saline;
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Croton Group: 2 drops of Crotdn lechlerilatex. The treatments were performed every 12
hours for 38 days. Measurements of the length (cm) of the stumps were days 0 (baseline),
day 8, 13,18, 23, 28, 33 and 38. The groups were kept in aquariums under standard feeding
conditions. Results: The length of the amputated limbs treated with Crofon lecheri
detected statistically higher than the control group from the measurements made on day
28 onwards (p = 0.025). At the end of the treatments, the delta of the growth length of the
amputated limbs of the controls was 0.6 = 0.1 mm, while those treated with Croton lechleri
was 1.35 = 0.25cm finding the significant difference in both groups (p = 0.003 ). Also,
observe the growth of the distal implant at 70% of the entire original size Conclusion:
Croton lechleri latex (blood grade) improvement the regeneration of amputated limbs of
salamanders.
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INTRODUCCION

La regeneracion celular es un fendmeno bioldgico de
reemplazo homeostatico de los tejidos que consiste en la
restauracion o reemplazo de estructuras completas u
organos cuando éstos han sido dafiados o amputados,
como la extremidad de algunos animales como por
ejemplo los anfibios. Estas especies poseen una
extraordinaria capacidad de regenerar sus extremidades,
su cola y parte de su corazon después de una amputacion,
lo cual ha permitido emplear a este animal como modelo
de experimentacion y sentar las bases de la medicina
regenerativa para su aplicacion en tratamientos de
enfermedades  crdnico-degenerativas o bien en
amputaciones de extremidades y heridas por avulsién .

El ser humano expresa solo algunos procesos
regenerativos fisioldgicos o ante algunas lesiones, que se
manifiesten fundamentalmente en células epidérmicas, de
la mucosa oral y del tracto respiratorio, las células
sanguineas, el pelo, las ufas, el tejido muscular, la piel y
el tejido 6seo. Si bien es cierto, la cicatrizacion en un
proceso fisioldgico normal en muchos casos se presenta
algun tipo de alteracion que entorpece su desarrollo en el
tiempo preestablecido como normal, y se genera entonces
una lesion crénica, la que representa un detenimiento o
retraso en la fase de inflamacion o en la fase proliferativa,
incrementando la morbimortalidad de los pacientes

En vista que el proceso de cicatrizacion depende de
multiples factores tanto intrinsecos como extrinsecos, los
cuales son facilmente alterables, ha conllevado en influir
terapéuticamente en la regeneracion de érganos y tejidos.
Entre las alternativas terapéuticas tradicionales
empleadas en nuestro medio se encuentran los productos
de origen vegetal. Se estima que hay hasta 1400 especies
de plantas actualmente utilizadas en la medicina
tradicional peruana; sin embargo, solo unos pocos han
sido sometidos a una investigacién cientifica °.

El Croton lechleri(Sangre de grado) es una especie que se
encuentra en la selva alta y baja en el Pert y Ecuador,
debajo de 1000 msnm. En el Perli se encuentra en los
departamentos de Amazonas, Cuzco, Hudnuco, Loreto,
Madre de Dios y San Martin. Segin los estudios en
etnomedicina, esta especie se usa principalmente debido
a sus propiedades curativas en el tratamiento de Ulceras
gastricas, puerperio, amigdalitis, faringitis, tumores,
anticonceptivos y otros. El uso de sangre de grado se
origind en el siglo XVII, por lo que estd ampliamente
distribuido y se continda empleando °.
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En un modelo de curacidn de heridas de primera intencién
en piel de ratones, Vaisberg ef al demostraron que Croton
lechleri tiene efecto cicatrizante dosis-respuesta y
postularon como su mecanismo de accion la migracion de
fibroblastos(4).

Si bien hay evidencias de su accidn cicatrizante, no se ha
evaluado el efecto de Crofon lechlerien lesiones de mayor
complejidad como la accién regenerativa de los tejidos
amputados; por esa razoén planteamos esta investigacion
con el propdsito de demostrar el efecto de sangre de grado
en la regeneracion celular de las extremidades amputadas
de salamandras.

MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realizo un estudio experimental, con grupo control, el
cual no recibié la sustancia a evaluar. Para la asignacion
de las salamandras a los grupos de tratamiento se empleé
un muestreo aleatorio simple.

ANIMALES

Se realizo la adquisicion de 8 salamandras (especie:
Ambystoma mexicanum;, nombre comun: ajolote), en un
acuario certificado. Durante todo el periodo de
experimentacion los animales fueron mantenidos en
peceras con agua de rio bajo cumplimiento de ciertos
parametros fisicoquimicos adecuados. Para la
ambientacidon de los albergues se utilizaron sustratos
como grava y piedra. La dieta se realizo diariamente con
Novolotl M. considerado alimento estandar para anfibios.

CROTON LECHLER/

La técnica de extraccion de latex fue directamente del
arbol realizando cortes circulares en el tronco, se recogid
el latex en una lamina de plastico y fue guardado en un
frasco estéril y rotulado hasta su empleo.

PROCEDIMIENTO

Las salamandras fueron distribuidas aleatoriamente en 2
acuarios. Después de un periodo de adaptacién de una
semana, los animales fueron retirados del agua y se
realizd la seccidn transversal de una de las extremidades
posteriores, empleando una tijera recta y una pinza
previamente esterilizada. Los animales fueron colocados
nuevamente en sus respectivos acuarios y observados
por un periodo de 24 horas. Posteriormente se iniciaron
los tratamientos via tépica de la siguiente manera: Grupo
control (n=3): 2 gotas de solucién salina y Grupo
experimental (n=5): 2 gotas de Crotdn lechleri 1%.
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Figura 1. Evolucidon del crecimiento de las extremidades amputadas tratadas con

Croton lechleri

Los tratamientos fueron continuados cada 12 horas
durante 5 semanas. Con una regla milimetrada se
tomaron las mediciones de las patas posteriores antes de
la diseccion y después de la misma a los mufiones desde
la base hasta el extremo distal.

ANALISIS ESTADISTICO

Las mediciones de las extremidades amputadas se
expresaron como la media * la desviacién estandar, se
realizo la prueba t-student para comparaciones entre
ambos grupos. El nivel de confianza establecido fue
menor del 95%.

RESULTADOS

De acuerdo a lo observado en la Figura 1, la regeneracion
de las extremidades amputadas se mantuvo sin
diferencias hasta el dia 23. El dia 28 el tamafio del mufidn
en el grupo control fue 0.9 cm, mientras que en el grupo
tratado con Croton lechleri fue 1.3 cm (p=0.024). Para el
dia 33 los mufiones del grupo control presentaron una
medida de 1.0 cm y los del grupo Croton 1.5 cm (p=0.025).
Finalmente, en el dia 38 el tamafio de los mufones fue 1.1
cm para el grupo control y 1.7cm para el grupo Croton
(p=0.03).

El delta de crecimiento al final del tratamiento fue 0.63 cm
(1C95% 0.37-0.89) para el grupo control; sin embargo, los
muiiones tratados con Crofon lechleri alcanzaron un
tamano de 1.35 cm (IC95% 1.05-1.66). (Tabla 1)

A partir del dia 28 de tratamiento con Croton lechleri, se
observa la formacidon del miembro nuevo con formacion
del sistema nervioso, cartilago, musculo, piel; sin
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embargo, en la salamandra control se observa
proliferacion del blastema en crecimiento, aunque su
crecimiento es lento, tal como se puede observar en la
Figura 2.

Tabla 1. Delta de crecimiento de mufidon amputado al
final del tratamiento

Delta de
Grupo crecimiento IC95% p valor
(cm)*
Control 0.63 +0.10 0.37 - 0.89
0.003
Croton 435,025  1.05-166
lechleri

* Delta tamafio del mufidn (basal - dia 38) cm

En el dia 35 las salamandras tratadas con Croton lechleri
presentan el crecimiento del nuevo miembro con presencia
de extremidades de implante distal con formacién de
huesos digitales incompleto de menor tamano, aunque no
han completado el tamafo original. Al finalizar el
tratamiento (dia 38) se observa el crecimiento del implante
distal en un 70 % de la totalidad de su tamafo original.

DiscusION

El proceso de curacidn de la herida involucra varias etapas
principales, que incluyen coagulacién, inflamacidn,
formacion de tejido de granulacién y formacion de matriz,
y remodelacidn con la consecuente regeneracion del tejido
lesionado. Cada uno de ellos implica procesos bioldgicos
muy complejos. Durante la formacion de nuevos tejidos, las
células endoteliales proliferan y forman nuevos vasos
sanguineos lo que permite la regeneracion tisular.
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Figura 2. Longitud del mufidn amputado al final del
tratamiento

Al final del proceso la cicatriz adquiere una resistencia
maxima del 70% comparada con el tejido sano, esto se
debe a que los colagenos fibrilares forman haces fibrosos
que aumentan mucho la fuerza tensil del nuevo tejido. En
el ser humano la regeneracion es limitada y muchas veces
incompleta lo que obliga a utilizar distintas modalidades
terapéuticas como membranas, el autoinjerto, el
heteroinjerto con piel porcina, cadavérica, sustitutos de
piel o plasma rico en plaquetas (PRP), ingenieria de
tejidos; aun asi, hay muchos tejidos que se regeneran muy
lentamente o no se logran regenerar *”’. En el modelo de
regeneracion celular de extremidades amputadas en
salamandra hemos podido observar que el Croton lechleri,
acorta significativamente el periodo de regeneracion en
relacion al control. A partir del dia 28 de tratamiento es
posible demostrar la aceleracién en la formacion del
implante distal con formacion de sistema nervioso,
cartilago, musculo y piel.

Teoricamente, en las salamandras, el crecimiento de las
estructuras de las extremidades es en 60 dias ' sin
embargo, nosotros observamos que para el dia 38 los
animales tratados con Croton lechleri ya presentan la
estructura completa, los huesos digitales, aunque de
menor tamafho ya son Vvisibles. Consideramos
recomendable ampliar el tiempo de corte en la evaluacién
para permitir observar la curva de crecimiento hasta la

regeneracion total de las extremidades de salamandras.

De acuerdo a algunos estudios, el Crotén lechleri presenta
compuestos fendlicos, como el alcaloide de la taspina; que
favorece la curacidn, fibroblastos, quimiotaxia y actividad
antiinflamatoria “. En un ensayo clinico, se demostré que
hubo una diferencia significativa en la duracién media de
la cicatrizacion de heridas entre los pacientes controles vs
los que recibieron una crema a base de sangre de grado
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(p=0,0001). Los compuestos fendlicos y el alcaloide
taspina, que existen en la resina de sangre de grado,
fueron probablemente las principales razones de la
propiedad de curacién de heridas de esta especie
vegetal®.

Otras investigaciones han demostrado que el Croton
conserva la viabilidad celular in vitro de algunos tejidos
de lenta regeneracién como el tejido 6seo . Wang et al'’,
evaluaron el efecto de la sangre de drago, utilizado en la
medicina tradicional, para la prevencion de la
osteoporosis, asi como en la promocidn de la curacidn de
fracturas dseas. De acuerdo a los autores, la sangre de
drago o grado puede aumentar el efecto osteogénico al
estimular la actividad de fosfatasa alcalina celular y
afectar las cascadas de la ruta de sefalizacion de una
proteina morfogenética dsea en las células
osteoblasticas, lo cual promueve la diferenciacion,
mineralizacion y formacion dsea de osteoblastos.

Todo ello indica que Croton lechleri no solo estimula la
regeneracion epitelial sino también mejora la
diferenciacion celular, mineralizacion y proliferacion
celular de los osteoblastos, lo que explicaria la rapida
regeneracion observada en los mufiones tratados con
sangre de grado en relacion al control. Es probable que
la aceleracion en el crecimiento tisular solo ocurra en
células sanas, ya que algunos estudios in vitro sefialan
que en células tumorales HelA, Croton lechleri ejerce
efectos citotoxicos; asi también se ha refrendado su

efecto antitumoral en ratones con tumor HelLa y otros."™

Asi también, los componentes fendlicos de C. lechleri
poseen propiedades antioxidantes. Los componentes
fendlicos de esta especie tienen una accion de
eliminacion de radicales como el 2,2-difenil-1-
picrilhidracil (DPPH) en mayor magnitud que el acido
ascorbico. Ademads, permite la eliminacion de radical
hidroxilo y peroxilo, dos agentes notorios para la
peroxidacion lipidica y el dafio a la membrana celular, lo
que sugiere un posible beneficio en la curacién y
regeneracion de lesiones; puesto que el estrés oxidativo
es un componente clave en la cicatrizacidn tardia de una
lesion. La conversion del acido araquidonico en
prostaglandinas a través de especies reactivas de
oxigeno se suprime mediante la eliminacidn o prevencion
de la formacion de radicales libres. En ese contexto,
consideramos que las propiedades antioxidantes de C.
lechleri pueden ayudar a promover la cicatrizacién de

heridas y la regeneracidn celular ",
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EL Crotdn lechleri es un producto natural, accesible, comprension de su posible implicacién clinica vy
seguro y asequible y podria ser una buena opcidn garantizar la efectividad y seguridad de su empleo.

alternativa para la curacidon de heridas y regeneracion

tisular; sin embargo, se requieren estudios adicionales, Como conclusion, de lo observado en nuestra
incrementar la muestra de estudio y evaluar el efecto de investigacion el latex de Croton lechleri aumenta la
sangre de grado en tejidos humanos como vasos, proliferacion celular y favorece la regeneracion de
cartilago, hueso, tendones para para obtener una mayor extremidades amputadas de salamandras.
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