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INTRODUCCION

Los factores de riesgo cardiovascular pueden dividirse en dos grandes grupos:
los factores de riesgo no modificables (edad, sexo, raza y antecedentes familiares de
enfermedad cardiovascular) y los potencialmente modificables (hipercolesterolemia,

diabetes, hipertension arterial, tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo y obesidad) (1).

Junto a los factores modificables, la poblacion en base al autocuidado incorpora
terapias destinadas a mejorar su salud cardiovascular, y con relacion a este tipo de
enfermedades la fitoterapia ocupa un lugar importante, plantas como el ajo , las hojas de
olivo, se utilizan contra las dislipidemias y la hipertension arterial, respectivamente, sin
embargo, al igual que la farmacoterapéutica, los anticoagulantes y fibrinoliticos forman parte
del abanico de posibilidades farmacoldgicas para el tratamiento de estos trastornos.

Como anticoagulante y/o fibrinolitico, los tallos, especificamente los peddnculos
de Ananas sativus (pifia) son muy conocidos por sus propiedades sobre la sangre, pero en
cuanto a los especimenes que crecen y cuyos frutos se comercializan con fines alimenticios
en nuestro pais no hay trabajos disponibles sobre esta actividad de la droga anticoagulante
de Ananas sativus (pifia), razon por la cual este trabajo tiene como objetivo determinar la
actividad anticoagulante y fibrinolitica del extracto de Ananas sativus (pifia), el texto de esta
investigacion se describen paso a paso el proceso seguido para la obtencion de los extractos
de la droga, detallando el método extractivo asi como los resultados de dicho proceso.

Al ser una investigacion relacionada con el tratamiento de enfermedades, la
investigacion debe iniciar con su fase preclinica, razon por la cual este estudio trata de una
indagacion in vitro, la que se hizo en sangre humana con el apoyo de voluntarios, los
procedimientos de evaluacion estan descritos, ademas, de la bioestadistica imprescindible en

la investigacion experimental.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como principal objetivo determinar la
actividad anticoagulante y fibrinolitica in vitro del extracto del tallo de Ananas sativus L.,

conocido cominmente como pifia, en muestras de sangre humana.

La primera accion a realizar fue la recoleccion de los tallos del fruto, esta se
realizo en el Distrito de Huepetuhe, Provincia de Manu, Departamento de Madre de Dios,
esta planta fue seleccionada y transportada a la ciudad de Arequipa, en donde fue tratada
hasta obtener un polvo semifino para la extraccion.

Se obtuvo dos tipos de extractos segun el método de extraccion, el primer
extracto fue mediante equipo Soxhlet, utilizando como disolvente alcohol etilico de 96°; el
segundo extracto fue mediante percolacion, utilizando como disolvente alcohol etilico de
70°.

La evaluacion fitoquimica preliminar se realizd6 mediante la cromatografia en
capa fina del extracto del tallo de Ananas sativus (pifia) obtenido mediante destilacién con
Soxhlet, en la que se determind mediante la reaccion general, la presencia de metabolitos
secundarios para la reaccion de terpenos se detectd la presencia de saponinas, triterpenos y
esteroides; la reaccién para taninos fue positiva; en cambio la reaccién para flavonoides y
alcaloides fue negativa.
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Para la evaluacion del efecto anticoagulante y fibrinolitico se tuvo que obtener
sangre humana proveniente de 12 sujetos voluntarios, siguiendo los criterios de inclusion
establecidos en el presente estudio. Posteriormente se tuvo también que realizar diluciones

de ambos extractos, obteniéndose tres disoluciones de cada tipo, a saber: al 20, 14 y 8%.

El efecto anticoagulante se evalu6 mediante dos métodos. El primero fue el
tiempo de coagulacion, los resultados para este método y el analisis estadistico a un nivel de
confianza del 95% en comparacion al control, sefialé como extractos eficaces a los extractos
obtenidos por Soxhlet en concentracion al 20 y 14%, junto con el extracto obtenido por

percolacion al 20%.

El segundo método para evaluar el efecto anticoagulante in vitro del extracto de
Ananas sativus o pifia fue mediante la medicién del tiempo de protrombina, bajo los mismos
parametros estadisticos establecidos para el presente estudio, se tuvo como extractos eficaces
a los extractos obtenidos por Soxhlet en concentracion al 20 y 14%, junto con el extracto
obtenido por percolacion al 20%.

Finalmente se realizo la evaluacion del efecto fibrinolitico, en este ensayo no se
observo eficacia fibrinolitica del extracto del tallo de Ananas sativus o pifia, ya que ninguno
de los dos tipos de extractos en sus tres concentraciones mostro efecto fibrinolitico, por no
mostrar diferencias significativas con el grupo control.

Palabras claves: Anticoagulante, fibrinolitico, extracto.
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ABSTRACT

The main objective of this research was to determine the in vitro anticoagulant
and fibrinolytic activity of the extract of the stalk of Ananas sativus L., commonly known as
pineapple, in human blood samples.

The first action to be performed was the collection of the stalk of the fruit, this
was done in the Distric of Huepetuhe, Province of Manu, department of Madre de Dios, this
drug was selected and transported to the city of Arequipa, where it was treated until obtain

a semi-fine powder for extraction.

Two types of extracts were obtained according to the extraction method, the first
extract was by Soxhlet equipment, using as solvent 96 ° ethyl alcohol; the second extract

was by percolation, using 70 ° ethyl alcohol as solvent.

The preliminary phytochemical evaluation was performed by thin layer
chromatography of the extract of the stem of Ananas sativus (pineapple) obtained by
distillation with Soxhlet, in which it was determined by the general reaction, the presence of
secondary metabolites for the terpene reaction was detected the presence of saponins,
triterpenes and steroids; the reaction for tannins was positive; On the other hand, the reaction

for flavonoids and alkaloids was negative.

For the evaluation of the anticoagulant and fibrinolytic effect, human blood had
to be obtained from 12 volunteer subjects, following the inclusion criteria established in the
present study. Subsequently, dilutions of both extracts also had to be obtained, obtaining

three solutions of each type, namely: at 20, 14 and 8%.

The anticoagulant effect was evaluated by two methods. The first was the
coagulation time, the results for this method and the statistical analysis at a confidence level
of 95% compared to the control, indicated as extracts effective extracts obtained by Soxhlet

in concentration at 20 and 14%, together with the extract obtained by percolation at 20%.

The second method to evaluate the anticoagulant effect in vitro of the extract of
Ananas sativus or pineapple was by measuring the prothrombin time, under the same
statistical parameters established for the present study, extracts were obtained as extracts
obtained by Soxhlet in concentration at 20 and 14%, together with the extract obtained by
percolation at 20%.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Finally, the evaluation of the fibrinolytic effect was carried out. In this test, no
fibrinolytic efficacy of the extract of the Ananas sativus or pineapple stalk was observed,
since none of the two types of extracts in their three concentrations showed a fibrinolytic

effect, as they did not show significant differences with the control group

Key words: Anticoagulant, fibrinolytic, extract.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

— Determinar la actividad anticoagulante y fibrinolitica in vitro del extracto del tallo de

Ananas sativus (pifia).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Obtener extractos y determinar el rendimiento de la droga (tallos) de Ananas sativus
(pifia).
— Analizar el extracto de Ananas sativus (pifia) mediante cromatografia en capa fina y

determinar que metabolitos secundarios se encuentran en dicho extracto.

— Determinar la actividad anticoagulante in vitro del extracto de Ananas sativus (pifia)
mediante la medicion del tiempo de coagulacién y tiempo de protrombina sobre sangre

venosa humana.

— Determinar la actividad fibrinolitica in vitro del extracto de Ananas sativus (pifia)

mediante la medicion segin el método descrito por Prassad sobre sangre venosa humana.
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HIPOTESIS

Dado que en el saber popular se atribuye efecto anticoagulante al tallo de la pifia
(Ananas sativus) es probable que los extractos del tallo de la pifia muestren efecto
anticoagulante y fibrinolitico in vitro sobre muestras de sangre venosa humana.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO
1.1. PINA
1.1.1.Nombre cientifico

Ananas sativus L. (2).

1.1.2.Sinonimias cientificas

Se citan 35, entre ellas: A. comosus (L) Merr, y Bromelia comosa L. (3).

1.1.3.Descripcion botanica

Planta cultivada extensamente por el sabor agradable y la utilidad de la fruta.
Hierba con muchas hojas rosuladas, lineales, de aproximadamente 1 metro de largo y de 1.5
a 5 centimetros de ancho, lepidotas en ambas caras en la base envainadora, el apice espinoso,
los margenes muy armados de aguijones corneos, encorvados, de aproximadamente 3

milimetros de largo (4).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANZA MARIA

La flor en inflorescencia de la pifia se caracteriza por ser una espiga que se
origina en el meristemo apical del tallo. Al momento de la floracion el tallo se alarga y forma

el pedunculo que sostiene y separa la inflorescencia de las hojas de la planta.

Las bracteas de la pifia se forman en espiral alrededor del tallo y disminuyen de
tamafio a medida que avanzan hacia el &pice, son bastante conspicuas v, al igual que las
hojas, presentan espinas rojas en sus margenes y poseen coloraciones rojizas en el haz (5).

En la axila de cada una de las bracteas que constituyen la inflorescencia existe
una yema floral en forma de cojin de color rojo palido. La diferenciacion floral se produce

en sentido acropetalo, observandose diferentes estados florales a lo largo de la inflorescencia
(5).

En la flor abierta la colora exhibe una estructura tubular con pétalos de color
violeta. En las etapas finales de la diferenciacion floral, se aprecia en el apice de la

inflorescencia un conjunto de hojas verdes pequefias, con espinas y dispuestas en espiral, las
cuales constituiran la hoja del fruto (5).

La pifia posee un fruto multiple denominado sorosis, cuya parte carnosa esta
constituida por la fusion de los tejidos de los frutos individuales y del eje de la inflorescencia.
De cada una de las flores se desarrollan los frutos individuales que aparecen hacia el exterior
en forma de escudetes, los cuales constituyen la corteza dura y cerosa del fruto. Al momento
de la cosecha los frutos presentan una coloracion general marron brillante y el borde de los
escudetes se encuentra delineado por una tonalidad amarillo-verde. El fruto en estado
maduro es de pulpa blanca a amarillo muy palido, aromatico, carnoso, jugoso y de sabor
dulce. En el tamafio final de los frutos de pifia se observa una alta variabilidad, resultado del

vigor de la planta, las condiciones de desarrollo y el caracter silvestre de la variedad (5).

1.1.4.Habitat
Amazonia y zonas tropicales y subtropicales de todos los continentes (6).

Silvestre y cultivada, la forma silvestre se ha encontrado en Brasil, Norte del
Per( (San Martin) y Bolivia. Un tiempo se creia que era originaria de Asia. Se ha introducido
en todos los continentes (6).
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FIGURA N° 1: Ananas sativus (pifia)

1.1.5.Clasificacion Taxon6mica

La siguiente clasificacion taxondémica fue realizada en el Herbarium
Arequipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, cuya
constancia se recoge en el Anexo N° 1 del presente estudio.

— Division: Magnoliophyta

— Clase: Magnoliopsida

— Subclase: Commenlinidae

— Orden: Poales

— Familia: Bromeliaceae

— Género: Ananas

— Especie: Ananas sativus L.
1.1.6.Parte utilizada

Tallos y fruto.
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1.1.7.Composicion quimica

Enzimas: bromelaina (mezcla de bromelinas A y B). La misma esta presente en
mayor medida en los frutos inmaduros, siendo su presencia entre escasa y nula en la zona
central y periférica del fruto. Abunda en los tallos, de los cuales también se ha aislado tiol-
proteinas (pectasas, invertasas). La bromelaina se obtiene por ultrafiltracion fraccionada y
liofilizacion subsiguiente del jugo exprimido del tallo de anana maduro. Su actividad se lleva

a cabo tanto en medio acido, alcalino o neutro (especialmente este ultimo) (3).
Gldcidos (10%): sacarosa, fructosa, glucosa (3).

Otros: Vitaminas A, B, C y E, &cidos organicos, fibras: celulosa, hemicelulosa y
lignina (en los tallos o corazon), &cido salicilico 6 pg (en el almibar), ésteres del &cido
cinamico, compuestos fendlicos en el jugo (S-sinapil-I-cisteina, entre otros), oxalato de

calcio (pulpa agridulce del fruto) (3).

1.1.8.Composicion alimentaria

Cada 100 g contiene calorias 57 (en conserva 95); hidratos de carbono 14 g;
proteinas 0.4 g; fibra 1g; sodio 1 mg; calcio 17 mg; hierro 0.5 mg; fosforo 8 mg; potasio 146
mg; provitamina A 70 Ul; vitamina B1 0.09 mg; vitamina B2 0.03 mg; vitamina B6 0.08
mg; vitamina C 20-60 mg; acido folico 9ug; colesterol 0 g; acido urico 0g; acido oxalico 30

mg (3).

1.1.9.Usos medicinales

El fruto de la pifia se usa en dispepsias hiposecretoras. El corazén de la pifia se
ha preconizado como coadyuvante en regimenes de adelgazamiento, por su contenido en

fibra, con accion saciante y ligeramente laxante (7).

Indicaciones aprobadas por la Comision E para la bromelaina: edemas
postoperatorios y postraumaticos y especialmente en el caso de sinusitis nasales y
paranasales. La bromelaina también se emplea en forma topica para la limpieza de heridas y

ulceras troficas (7).
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1.1.10.0Otras propiedades y usos

Alimento: frutos maduros de muchas formas (crudo, en mermeladas, en jugos,
seco, etc.). Preparacion de chicha, alcohol y vinagre. Industrialmente la pulpa se utiliza en
la fabricacién de conservas de molido, crush o compota; jugo y concentrado. Los principales
productos elaborados son jugos, néctares, mermeladas, trozos en almibar, zumos enlatados

de pulpa, vino y vinagres (6).

Forraje: Los subproductos de la industria son utilizados para alimento de

vacunos, cerdos y peces (6).

Fibra: el mesoéfilo de las hojas contiene fibras de diverso tamafio, fuertes,
resistentes y de color blanco, se utilizan en textileria fina de alto valor comercial (6).

Ornamental: Las inflorescencias jovenes (6).

1.1.11.Cultivo
Se reconocen basicamente tres cultivares:
Espafiola: Frutos de pulpa blanca, peso 0.7-1.4 Kg, calidad del fruto regular (6).

Queen: Fruto de pulpa amarillo intenso, peso de 0.45- 7.0 Kg, calidad mejor que

la espafiola (6).

Cayenne: fruto de pulpa amarillo palido, peso de 2.3 a 3.6 Kg, cilindricos y de

excelente calidad para el enlatado (6).

En el Perq, la variedad de ecotipos cultivados en la selva, basicamente provienen

de estos tres cultivares y tienen denominaciones locales (6).

1.2. HEMOSTASIA

La hemostasia es el proceso por el cual se forman coagulos en las paredes de los
vasos sanguineos dafiados que impide la pérdida de la sangre mientras esta se mantenga en
estado liquido dentro del sistema vascular. Un conjunto de mecanismos sistémicos
complejos interrelacionados opera para conservar el equilibrio entre la coagulacion y la
anticoagulacion (8).

Siempre que se corta 0 se rompe un vaso, se llega a la hemostasia por varios

mecanismos 1) el espasmo vascular; 2) la formacién de un tapén de plaquetas; 3) la
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formacion de un coagulo sanguineo como resultado de la coagulacién sanguinea, y 4) la
proliferacion del tejido fibroso en el codgulo sanguineo para cerrar el agujero en el vaso de

manera permanente (9).

1.2.1.Vasoconstriccion

Inmediatamente después de que se haya cortado o roto un vaso sanguineo, el
estimulo del traumatismo de la pared del vaso hace que el musculo liso de la pared se
contraiga; esto reduce instantaneamente el flujo de sangre del vaso roto (9). La contraccion
es el resultado de: 1) un espasmo midgeno local; 2) los factores autacoides locales
procedentes de los tejidos traumatizados y de las plaquetas sanguineas, y 3) los reflejos
nerviosos se inician a partir de impulsos nerviosos de dolor u otros impulsos sensoriales que
se originan en los vasos con traumatismos o en tejidos cercanos. Pero probablemente se
produce aun una mayor vasoconstriccion por la contraccion miogena local de los vasos
sanguineos iniciada por el dafio directo de la pared vascular. Y en los casos méas pequefios,
las plaquetas son las responsables de la mayor parte de la vasoconstriccion, porque liberan

una sustancia vasoconstrictora, el tromboxano A2 (9).

1.2.2.Formacion del tapén plaguetario

La formacion del tapén plaquetario inicia cuando las plaquetas entran en
contacto con las fibras de coldgeno subendoteliales (fibras de colageno que se ubican bajo
el endotelio de los vasos sanguineos) que se exponen como resultado de una lesion. El tapén
plaquetario se forma en cuatro fases: adhesién plaquetaria, activacion plaquetaria,

agregacion plaquetaria y contraccion plaquetaria (10).

La adhesion plaquetaria requiere la presencia del VWF, una glucoproteina que
secretan las células del endotelio vascular y se encuentra en el plasma. Cuando el endotelio
se interrumpe, el VWF circulante se une a las fibras de colageno subendoteliales expuestas.
Al unirse al colageno, el VWF se modifica de tal manera que adquiere capacidad para unirse
a la GP Ib que se ubica en la superficie de las plaquetas. De esa manera, el VWF ancla a la
plaqueta al colageno subendotelial (10).

La activacion plaquetaria hace referencia al incremento de la concentracion
intracelular de Ca2+ que se presenta dentro de la plagueta una vez que ésta se ancla al
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coldgeno a través del vVWF. El contacto con coldgeno activa mecanismos hormonales del
grupo 1I-C dentro de la plaqueta. El inositol trifosfato (IP3, segundo mensajero de las
hormonas del grupo 11-C) que se sintetiza desencadena la liberacion de Ca2+ del sistema
tubular denso de las plaquetas hacia el citosol. Las plaquetas activadas se contraen (por
efecto de la activacion de la interaccion actina-miosina), forman pseuddpodos (por medio de
la reorganizacion de los microtibulos), descargan sus granulos (como resultado de la
exocitosis mediada por Ca2+) y desarrollan otro tipo de integrina en su superficie, que se
Ilama GP Ilb-1lla (10).

La elevacion de Ca2+ durante la activacion de la plaqueta también induce la
sintesis del tromboxano A2 al interior de esa estructura. ElI tromboxano A2 induce, una
elevacion adicional de Ca2+ en el citosol. De esa manera, se produce un ciclo de
retroalimentacion positiva de activacion plaquetaria. EI ADP que secretan los granulos

densos contribuye a la activacion de las plaquetas al inducir al tromboxano A2 (10).

Agregacion plaquetaria. La GP llb-1l1a en la superficie de la plaqueta se une a
la trombospondina, una proteina de adhesion que secreta el trombocito. La GP llb-Illa
también se une al fibrindgeno que existe en el plasma. La agregacion plaguetaria se presenta
por efecto de la formacion de puentes cruzados entre la trombospondina y el fibrindgeno
(10).

1.2.3.Formacion del codgulo

El tercer mecanismo de la hemostasia es la formacién del coagulo sanguineo. El
coagulo empieza aparecer en 15 a 20 segundos si el traumatismo de la pared vascular ha sido
grave y en 1 a 2 minutos si el traumatismo ha sido menor. Las sustancias activadoras de la

pared vascularizada inician el proceso de coagulacion (9).

El proceso de coagulacion de la sangre consiste en la transicion del estado
liquido a la formacion de un gel. En el proceso de coagulacién de la sangre se forma una red
de fibrina estable y plaquetas, que engloba eritrocitos, leucocitos y suero. Un coagulo
intravascular se denomina trombo. Los trombos o fragmentos de un trombo a arrastrados por
la circulacion se denominan émbolos. La proteasa trombina que cataliza la protedlisis del
fibrindgeno a mondmeros de fibrina, desempefia un papel central en la coagulacién. Los
mondmeros de fibrina polimerizan espontdneamente y dan lugar a un polimero de fibrina.
La trombina actua sobre el factor denominado factor Xl y lo activa. El factor XIII activado
(XI1la) produce entrecruzamientos en el polimero de fibrina, formando una red de fibrina
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estable. La trombina activa las plaquetas a través de un receptor plaquetario. Las plaquetas

activadas ofrecen una superficie 6ptima para la coagulacion (11).

La trombina se encuentra normalmente en el plasma en forma de un precursor,
la protrombina. La conversion de la protrombina en trombina requiere un complejo formado
por los siguientes elementos: fosfolipidos, factor V activado (Va), factor X activado (Xa) y
Ca?*. Una vez que se ha producido la trombina ella misma participa en la conversion de
protrombina en trombina y en la activacion del factor V, asi como en otras reacciones de la
coagulacién. El proceso de formacion de trombina se denomina via final comudn de la
coagulacion. La activacion del factor X, necesaria para la conversion de protrombina en
trombina, puede ocurrir a través de dos vias denominadas via intrinseca y via extrinseca.

Esta Gltima es la mas importante en el organismo (11).

En la via extrinseca de la coagulacién, la activacion del factor X se produce a
través de un complejo formando por el denominado factor tisular, el factor VII activado
(Vlla) y el Ca . El factor tisular se encuentra normalmente en células extravasculares y es
un receptor del factor de coagulacion plasmatico VII. La activacion del factor VII es una
activacion no proteolitica debida a la union del factor a su receptor. Normalmente, el factor
VII no tiene acceso al factor tisular, situado en la membrana de las células extravasculares.
Cuando se lesiona el endotelio y el factor V11 se une al factor tisular, se produce la activacion.
En casos de inflamacidn, el factor tisular también se expresa en células intravasculares como
en los monocitos y las células endoteliales, lo que aumenta considerablemente el riesgo de

coagulacion (11).

En la denominada via intrinseca la activacion del factor X requiere la
participacién de un complejo formado por fosfolipidos, factor VIII activado (VIlla), factor
IX activado (I1Xa) y Ca®". Cuando la sangre entra en contacto con la superficie de las
plaquetas activadas o con una superficie artificial cargada negativamente como la de un tubo
de vidrio, el factor de coagulacion XII experimenta activacion (Xlla). Una molécula de las
plaquetas, denominada cinindgeno de alto peso molecular, favorece la union del factor XII
a la membrana plaquetaria. El factor XII, una vez activado, transforma la precalicreina en
calicreina, y ésta contribuye adicionalmente a la activacién del factor XII. El factor Xlla
activa el factor IX (IXa) a través del factor XI. El factor 1Xa activa el factor VIII. El factor

VI es también activado por la trombina, (Figura 2) (11).
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FIGURA N° 2: Cascada de coagulacion

1.2.4.Proliferacion

Una vez que se ha formado el coagulo sanguineo, puede suceder una de estas
dos cosas: 1) pueden invadirlo los fibroblastos, que después formaran tejido conjuntivo por
todo el codgulo, o 2) puede disolverse. La evolucion habitual de un coagulo que se forma en
un agujero pequefio de una pared vascular es la invasion de los fibroblastos, empezando
pocas horas después de que se formara el coagulo (lo que promueve al menos parcialmente
el factor de crecimiento que segregaron las plaquetas). Este proceso continla hasta la
organizacion completa del codgulo en tejido fibroso en aproximadamente 1 a 2 semanas (9).

A la inversa, cuando pasa sangre a los tejidos y aparecen coagulos alli donde no
eran necesarios, se activan sustancias especiales que hay dentro del codgulo. Estas sustancias

funcionan como enzimas que disuelven el coagulo, como se expondra mas adelante (9).

1.3. MECANISMOS ANTIHEMOSTATICOS

La tendencia de la sangre a la coagulacion se equilibra in vivo mediante

mecanismos enddgenos antihemostasicos, que impiden que se formen codgulos dentro de
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los vasos sanguineos y disuelven cualquiera que se desarrolle. Ademas, existen mecanismos

antihemostasicos enddgenos que se explotan con fines terapéuticos (10).

1.3.1.Factores que inhiben la agregacion plaquetaria

Por lo general, existe un equilibrio delicado entre el tromboxano A2, que
promueve la agregacion plaquetaria, y la prostaciclina (PG12), que la inhibe. EI tromboxano
A2 se sintetiza en las plaquetas; la PGI2 se forma en las células endoteliales. Ambas
sustancias se producen por medio de la via de la ciclooxigenasa, por la oxidacion del &cido
araquiddnico. La PGI2 estimula a la ciclasa del adenilato de la membrana e incrementa las
concentraciones de monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) dentro de las plaquetas. El
CAMP estimula a la adenosintrifosfatasa (ATPasa) del calcio (Ca2+) y con ello incrementa
el bombeo de este ion hacia el sistema tubular denso dentro de la plaqueta, lo que tiene por
consecuencia la disminucion de su concentracion en el citosol. Asi, la PGI2 impide la
activacion plaquetaria; el tromboxano A2 reduce los niveles de CAMP en las plaquetas, y

genera el efecto opuesto (10).

1.3.2.Factores que inhiben la coagulacion

Via metabdlica de la proteina C. Tres factores proteicos (la proteina C,
trombomodulina y proteina S) constituyen una via de retroalimentacion negativa importante
gue mantiene bajo control la coagulacion. La proteina C se activa por efecto de los factores
Xa y trombina. La proteina C activada inactiva a los factores Vllla y Va, que son los dos
elementos clave para la formacion de la trombina y el factor Xa. Para su inactivacién se
requiere la presencia de dos cofactores, la proteina S y trombomodulina. La proteina Sy C
se encuentran en el plasma. La trombomodulina es una proteina que se encuentra en el

endotelio vascular (10).

Sistema antitrombina-heparina. La antitrombina 111 se encuentra en el plasma y
el endotelio vascular. Inactiva varios factores de la coagulacion, entre ellos la trombina. El
sulfato de heparina solo se encuentra en el endotelio vascular. Inhibe tanto la produccién de
trombina (a partir de la protrombina) y la accion de la trombina (sobre el fibrindgeno). La

heparina potencia la antitrombina 111 (10).
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1.3.3.Factores que producen fibrindlisis

La sangre se mantiene en estado fluido gracias a mecanismos que disuelven la
fibrina que pueda formarse esporadicamente en los vasos. La fibrina estable de un trombo
puede ser hidrolizada por la proteasa plasmina. La plasmina se encuentra en el plasma y se
acumula en el coagulo en forma de un precursor inactivo sintetizado en el higado,
denominado plasmindgeno. La conversion de plasminégeno en plasmina corre a cargo del
activador tisular del plasmindgeno (t-PA) o del activador del plasminogeno tipo urocinasa
(u-PA). Este altimo actua unido a un receptor de la membrana celular. El endotelio produce
el factor tisular activador del plasmindgeno. Las catecolaminas y la bradicinina aumentan
los niveles circulantes del activador tisular del plasmindgeno. La presencia de fibrina acelera

la conversion del plasminogeno en plasmina (11).

El endotelio sintetiza un inhibidor de los activadores del plasmindgeno (t-PA y
u_PA) denominado PAI-1. La placenta produce un inhibidor del u-PA denominado PAI-2.
Este Gltimo, durante el embarazo, aumenta el riesgo de coagulacién. La proteina C inhibidora

de la coagulacion inhibe las proteinas PAI-1y PAI-2, favoreciendo la fibrindlisis (11).

1.4. FARMACOS ANTICOAGULANTES
1.4.1.Heparinay Derivados

En 1916, el estudiante de medicina J. Mc Lean, investigando sustancias
coagulantes procedentes de diversos tejidos, encontrd accidentalmente una sustancia que
retardaba considerablemente la coagulacion, tanto in vitro como in vivo en inyeccion
intravenosa en solucion 1:100000. En 1918, Howel y Holt consiguieron extraer este agente,
al que dieron el nombre de heparina, por ser en el higado donde méas abundantemente la

encontraron, en un inicio fue extraida precisamente del higado de perros (12).

La heparina se encuentra en la mayoria de los tejidos del organismo humano,
existiendo en concentraciones elevadas en el higado y pulmones. Se encuentra almacenada

en las granulaciones baséfilas de las células cebadas de Erlich o mastocitos (13).

1.4.1.1 Quimica

La heparina es un polimero macromolecular (mucopolisacaridos) de cadena
recta, por lo que no posee un PM fijo (alrededor de 15000), consta de una secuencia de
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unidades de glucosamina sulfatada y acido D-glucorénico, unidos por enlaces glucosidicos
(14). (Figura 3)

A pH fisiologico, la heparina es un compuesto anionico (acido), con cargas
eléctricas altamente negativas en los grupos carboxilicos y sulfatos, lo que les permite unirse
en forma inespecifica a las proteinas plasméaticas y a humerosos compuestos bioldgicos
como la protamina, azul de toluidina, hexadimetrina, etc., que son capaces de antagonizar a
la heparina, ocasionando la perdida de la actividad anticoagulante. EIl poder anticoagulante
de la heparina va a depender de los &tomos de azufre presentes en su molécula, a mayor

numero de dtomos de azufre mayor poder anticoagulante (13).
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FIGURA N° 3: Estructura de la Heparina

1.4.1.2 Distribucion

Se encuentra en grandes cantidades en el higado, los pulmones y la mucosa
intestinal. Para preparaciones comerciales se extrae del tejido pulmonar bovino y de la
mucosa intestinal de los cerdos (recordemos que en estos tejidos se ubican en los mastocitos

junto con la histamina) (15).

1.4.1.3 Clases de heparina:
Bajo el nombre comUn de heparinas se incluyen tres tipos de compuestos.
— Heparina estandar o clésica (HNF) (13) (15).

— Heparinas de bajo peso molecular (HBPM): obtenidas mediante
despolimerizacién quimica o enzimatica de la heparina estdndar. Su peso
molecular oscila entre 2500 a 7000 daltons. Las principales HBPM conocidas
son: (13).

Enoxiparina (Clexane®): PM: 3500-5500 (13) (14).

Tedelparina = Dalteparina sodica (Fragmin): PM: 4000-6000 (13) (15).
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Nadroparina (Flaxiparine®): PM:4000-5000 (13).

— Heparinoides (Hemeran): son polisacaridos sulfatados de diversa estructura
quimica. Algunos son semisintéticos, otros se extraen de tejidos animales y
poseen accion antitrombdtica relacionada con el mecanismo de accion de las
HNF y HBPM (13).

1.4.1.4 Mecanismo de accion:

La heparina es un anticoagulante que interfiere con las vias intrinseca y
extrinseca de la coagulacion. No disuelve los coagulos previamente formados, sino que
previene su formacion y extension. La heparina activa a la antitrombina 111 (anticoagulante
natural que se encuentra en nuestro organismo), que limita la formacién de coagulos al
inactivar a la trombina y al factor X. También inhibe la agregacion plaquetaria, posiblemente
como consecuencia de la inhibicién de la trombina. Las heparinas de bajo peso molecular
(HBPM: son fragmentos de heparina) tienen actividad muy similar a esta. Asi la heparina
forma complejos con la antitrombina, y sinergiza con ella aumentando su velocidad de

inactivacion de factores de coagulacion (16).

La antitrombina inactiva factores activados por bloqueo irreversible de su centro
activo. La principal diferencia entre la heparina estandar y la HBPM es su comportamiento
frente al factor 11 (trombina) y el Xa, asi para el bloqueo del factor Il activado (trombina) se
requiere que la heparina entre en contacto con el factor y la antitrombina al mismo tiempo
(en este caso se requiere heparina clasica ya que es mas grande), en cambio, para inactivar
al factor X activado es suficiente que la heparina entre en contacto con la antitrombina Ill,

razén por la cual para activar este factor se requiere solo HBPM (16).

1.4.1.5 Farmacocinética

La heparina se ioniza en gran medida y su tamafio molecular impide que la
mucosa gastrointestinal y sublingual la absorba con facilidad, por lo que es necesario
administrarla por via parenteral. Produce efecto anticoagulante pocos minutos después de
una sola aplicacién intravenosa. Las heparinas de bajo peso molecular HBPM presentan
diferencias farmacocinéticas sustanciales con respecto a la heparina clasica HNF: mejor
absorcion desde el tejido celular subcutaneo (con una biodisponibilidad del 87 al 98%),
eliminacién renal mas lenta, con independencia de la dosis administrada (mecanismo no
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saturable) y menor unién a células endoteliales, todo lo cual determina que su semivida sea
casi el doble de la correspondiente a la HNF, lo que permite administrarlas en dosis Unica
diaria (14).

Via de administracion: La heparina puede ser administrada por via intravenosa
0 subcuténea profunda (SC). La via intramuscular debe evitarse por el riesgo de formacion
de hematomas (12).

1.4.1.6 Indicaciones

La heparina se usa en el tratamiento de la trombosis venosa profunda y de
embolia pulmonar, asi como en la profilaxis contra las trombosis venosas profundas
postoperatorias (toda cirugia que dura mas de 30 minutos, o que implique un reposo
postoperatorio en cama mayor de 5 dias se considera de riesgo trombotico venoso. Algunos
tipos de cirugia, como las ortopédicas, o ciertos tipos de paciente como los obesos,
cancerosos e inmovilizados también se consideran de alto riesgo. La movilizacion precoz o
los métodos fisicos con medias elésticas en las extremidades inferiores son recursos con las
que el cirujano trata de disminuir estos riesgos. En la actualidad se utilizan profilacticamente
las heparinas, desde 2 horas antes de la cirugia, ya sea la heparina estandar en dosis bajas o
las HBPM) y del embolismo pulmonar en pacientes de alto riesgo; en el infarto de miocardio
(17).

1.4.1.7 Contraindicaciones

La heparina no debe ser administrada en pacientes que tienen hemofilia,
trombocitopenia, tuberculosis activa, amenaza de aborto, hemorragia intracraneal o Ulceras

pépticas.

1418 RAMS:

La heparina produce una serie de efectos secundarios, que consiste en la
aparicion de hemorragias (que se tratan interrumpiendo el tratamiento o administrando un
antagonista de la heparina como es el sulfato de protamina, que es un compuesto cargado
positivamente), necrosis cutanea, trombocitopenia y reacciones de hipersensibilidad. Su uso

prolongado puede provocar osteoporosis (si su uso es de mas de tres meses) y alopecia.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SAMNTA MARIA

1.4.2.Warfarina

|
OH  CH,coCH,

l:1‘3H1E-O4

FIGURA N° 4: Estructura de la Warfarina

1.4.2.1 Mecanismo de Accién

Los ACO son eficaces solamente in vivo. Los ACO son anticoagulantes que no
acttan directamente sobre el complejo mecanismo de la coagulacion, lo hacen en forma
indirecta pues interfieren con la vitamina K, que como vimos es muy necesaria para la
sintesis por parte del higado de ciertos factores de la coagulacion (11, VI, IX y X; conocidos
como factores K-dependientes) y de las proteinas anticoagulantes C y S. En términos
generales, los ACO son antagonistas de la vitamina K, que compiten con ella con el
mecanismo de activacion hepética de los factores de la coagulacién, impidiendo asi la
sintesis de factores activos (18).

Los ACO son antagonistas de la vitamina K impidiendo que la vitamina K
participe en la gamma-carboxilacion de los factores de la coagulacion que dependen de la
vitamina K (K-dependientes). El blogueo de la gamma carboxilacion origina que los factores
K-dependientes se hallen en la sangre en cantidades normales, pero carentes de actividad

coagulante (18).

1.4.2.2 Indicaciones

La warfarina y los farmacos relacionados se utilizan en pacientes con embolia
pulmonar o trombosis venosa profunda o para impedir la trombosis en pacientes con valvulas
cardiacas artificiales o que deban permanecer inmovilizados durante periodos prolongados.
La warfarina se utiliza también en pacientes sometidos a cirugia ortopédica (13).

Los ACO adiferencia de la heparina no tienen actividad inmediata pues para que
se noten los efectos clinicos, tiene que metabolizarse los factores que ain estan en la sangre.
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Debido a esta demora en su actuar de los ACO, la anticoagulacion suele empezar con
heparina. Luego se administran los cumarinicos para mantener el efecto. Al aumentar el
efecto coagulante del cumarinico, se puede reducir gradualmente la dosis de heparina. Una
vez conseguido el grado deseado se debe continuar con el ACO durante 3 a 6 meses 0 mas

en pacientes ambulatorios (13).
1.4.2.3 Farmacocinética

Las cumarinas se absorben bien en el intestino delgado, se une a las proteinas
plasmaticas (especialmente la albumina), pasan a la leche materna, y se excretan

principalmente por via renal (19).

Via de administracién: Los ACO se administran solo por via oral (VO); la
excepcion es la warfarina sodica que es una sal muy estable que también se puede

administrar por via parenteral (19).

1.4.2.4 Contraindicaciones

No estan indicados inicialmente los antagonistas de la vitamina K en los
pacientes que sufren una trombosis cerebral o una oclusion de una arteria periférica y estan

contraindicados en caso de Ulcera péptica o hipertension, asi como en mujeres gestantes (20).
1425 RAMS

Las hemorragias constituyen un efecto colateral de primer grado de los

antagonistas de la vitamina K (20).
1.4.2.6 Interacciones Medicamentosas

El acido acetil salicilico incrementa los efectos de las cumarinas, incrementando

por lo tanto el riesgo de hemorragias (14).

El cotrimoxazol y la cimetidina también incrementan el riesgo de hemorragias

cuando se administran junto con la warfarina (14).
1.4.3.Agentes Descalcificantes

Los iones calcio (factor 1V) se encuentran en el cuerpo entero y participan en
casi todas las etapas del proceso hemostasico, por lo tanto, la eliminacion de Ca®* impiden
que la sangre se coagule in vitro (19).

Los agentes descalcificantes son anticoagulantes in vitro, en efecto el método
mas corriente para conseguir in vitro que la sangre sea incoagulable (no se coagule) consiste
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en eliminar los iones calcio, que como vimos son necesarios para la coagulacion, lo que se
obtiene con el agregado de oxalatos y citratos, los citratos por su parte se obtienen de frutas
citricas (19).

1.4.4.Mecanismo de Accién

Algunos factores de la coagulacién (como el factor VII) requieren iones Ca* y
fosfolipidos para lograr su actividad protedlitica. Los iones calcio logran la adherencia del
factor de la coagulacién a los fosfolipidos de membrana (ubicados y proporcinados por las
plaquetas), por lo que el calcio se comporta como un cofactor enzimético. Los agentes
descalcificantes (EDTA vy citratos) contienen grupos COO™ que quelan o atrapan a los iones
calcio. Los oxalatos mas bien precipitan al calcio en oxalato de calcio, una sal insoluble. El
efecto es reversible ya que con la adicion de iones Ca®* el proceso se revierte. En términos
sencillos los agentes descalcificantes previenen la actividad enzimatica de los factores de la
coagulacion calcio dependientes (15).

El citrato de sodio afiadido a la sangre, a la concentracion de 0,2 a 1%, la
mantiene incoagulable, lo que se aprovecha especialmente para realizar la transfusion
sanguinea. Esta accion anticoagulante in vitro se debe a que se forma un complejo,
calciocitrato de sodio, en que el calcio no esta ionizado. Ademas, el citrato se combina con
la protrombina y forma un complejo. De manera que esta sustancia (el citrato de sodio) actua

también como antiprotrombina (15).

1.4.4.1 Farmacocinética

El citrato de sodio por via EV no posee accion anticoagulante in vivo, pues para
que ello fuera posible deberia producirse una hipocalcemia incompatible con la vida.
Justamente los sintomas de hipocalcemia constituyen el cuadro de intoxicacion por el citrato
de sodio y pueden observarse en el curso de transfusiones masivas de sangre. El citrato de
sodio se absorbe bien por via oral, se metaboliza completamente en el organismo de manera
gue no aparece en la orina como tal, a menos que se ingieran grandes cantidades de esta sal.
Por esta Gltima accion es que se le utiliza como alcalinizante de accidn sistémica, elevando
el pH de la orina —alcalinizacion urinaria-. Esto se debe a la metabolizacién del citrato que

deja libre el catidn sodio, el cual se une al anién bicarbonato disponible (21).
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1.4.4.2 Indicaciones

El citrato de sodio se usa principalmente como anticoagulante in vitro para la
transfusion de sangre. También se emplea para la alcalinizacion de la orina, con las mismas
indicaciones que el bicarbonato de sodio infecciones urinarias, litiasis Urica y cuando se

administran uricosuricos, pero sin trastornar la fisiologia géastrica, en la dosis usual (22).

1.4.4.3 Toxicidad

Los cuadros de toxicidad graves por citrato de sodio son raros, generalmente se
presentan fendmenos toxicos cuando se administra por via EV, como sucede en el caso de
la transfusion sanguinea realizada en forma masiva y rapidamente. Los trastornos se deben

a la hipocalcemia (23).

1.5. FARMACOS TROMBOLITICOS

1.5.1.Accidn general de los agentes tromboliticos:

Todos los tromboliticos se comportan como activadores del plasmindgeno; es
decir, sustancias que estimulan la conversion del plasmindgeno (proenzima) en plasmina
(enzima). Como se sabe, la plasmina (que esta presente en nuestro organismo) es la enzima
encargada en degradar a la fibrina, provocando la disolucion del coagulo y la formacion de

productos de degradacion: (24).

Segun su mecanismo de accion, los tromboliticos pueden dividirse teéricamente

dos grupos: (25).

Los activadores “no fibrinoespecificos” como la estreptoquinasa (SK), la
uroquinasa (UK) y la anistreplasa (APSAC), convierten tanto al plasmindgeno circulante
como al unido al coadgulo en plasmina, dando lugar no solo a la lisis de la fibrina en el
coagulo, sino también a una importante fibrinogendlisis (degradacion del fibrindgeno
circulante) sistémica, fibrinogenemia (disminucion del nivel de fibrindgeno sanguineo) y

elevacion de los productos circulantes de la degradacion de fibrina (13).

Los activadores “fibrinoespecificos” en virtud a su relativa selectividad por el

complejo plasmindgeno-fibrina, dan lugar, fundamentalmente, a la lisis de fibrina en la
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superficie del coagulo, sin afectar tedricamente al fibrindgeno circulante; entre ellos:
activador tisular del plasmindgeno (t-PA) o alteplasa (15).

1.5.2.Farmacocinética General

No se absorben por via oral. La SK se administra por via endovenosa (EV)
Ilegando al torrente sanguineo directamente a su sitio de accién. El farmaco atraviesa muy
poco la barrera placentaria, pero sus anticuerpos especificos si, por lo que debe evitarse su
uso durante las primeras 18 semanas de gestacion. La mayor parte de la SK es degradada y
excretada por el rifion. EI metabolismo de la UK no esta bien estudiado en el hombre, pero
parece que la mayor parte se metaboliza en el higado y una proporcién pequefia es eliminada

por la orina en forma activa (15).

1.5.3.Indicaciones de los Agentes Tromboliticos:

Principalmente en infarto agudo de miocardio, ademas en el tratamiento de
tromboembolismos pulmonares, trombosis arteriales y venosas periféricas, trombosis

cerebral o en la resolucion de la trombosis de la vena central de la retina (23).

1.5.4.RAMS de los Agentes Tromboliticos

Fundamentalmente hay que considerar las complicaciones hemorragicas (la
causa principal es la lisis de la fibrina del trombo en los lugares de dafio vascular, por lo que
las hemorragias son mas frecuentes en aquellos lugares en los que se ha producido
procedimientos invasivos previos. También son debidas al estado litico sistémico que se
produce como resultado de la formacion sistémica de plasmina, asi como de la destruccion
de otros factores de la coagulacion, de la disminucion de fibrindgeno y la generacion de
productos de degradacion del fibrindgeno con accion anticoagulante. Las hemorragias suelen
ser internas: sangrado gastrointestinal, del tracto genitourinario, intracraneal o superficial
donde se ha realizado cirugia reciente). Independientemente del trombolitico, en el punto de
puncidn intravenosa aparece un hematoma en el 99% de los casos (15).

La estreptoquinasa puede producir también reacciones alérgicas, a veces
relacionadas con infecciones alérgicas estreptocdcicas previas, evidenciandose desde
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reacciones cutaneas hasta broncoconstriccion. Solo con la administracion rapida de

estreptocinasa se puede producir intensa hipotension (23).

1.5.5.Contraindicaciones de los tromboliticos:

Hemorragia activa, intervencion quirdrgica en los 10 dias previos, incluso
biopsia de 6rganos, traumatismo grave, hemorragia gastrointestinal profusa en los tres meses
previos, trastorno hemorragico, hipertension (provoca hipotension grave, presion

sistélica>110 mm Hg), embarazo, mayores de 75 afios, TBC cavitaria reciente (13).

1.5.6.Estreptocinasa

Quimicamente es una proteina no enzimatica, obtenida principalmente de
cultivos de estreptococo beta-hemolitico. Es el agente més utilizado debido a su facil

obtencion y bajo costo (15).

Debido a su origen bacteriano la SK es inmunogénica y desencadena la
produccion de anticuerpos anti-SK; de este modo, tras su administracion EV, la
estreptocinasa es neutralizada inicialmente por los anticuerpos de la sangre, y su efecto
fibrinolitico recién comienza cuando la cantidad administrada supera la accion de estos
anticuerpos, en tanto que la trombodlisis se inicia cuando el medicamento alcanza el trombo
(23).

La SK tiene un mecanismo de accion indirecto (no posee actividad enzimatica
por si misma sobre la fibrina), pues activa indirectamente el sistema fibrinolitico, uniéndose
al plasmindgeno uno a uno, formando un complejo activador SK-plasmindgeno que provoca
un cambio conformacional que permitird su conversion en plasmina. La estreptocinasa o
estreptoquinasa no solo inactiva al plasmindgeno unido a la fibrina sino también el soluble
en plasma, lo que origina un estado de hiperplasminemia. La SK genera 10 veces méas

plasmina in vivo que la urocinasa (o uroquinasa) (15).

1.5.7.Urocinasa (Uk)

Es un activador endogeno y “no fibrinoespecifico” del plasmindgeno aislado
inicialmente de la orina humana (de alli su nombre). Ahora se obtiene de diferentes tejidos,
como endotelio, células embrionarias renales, varios tumores y recientemente mediante

ingenieria genética. La UK a diferencia de la SK no es inmunogénica, por lo que su
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administracion no produce anticuerpos neutralizantes ni reacciones de hipersensibilidad.

Esto supone que el tratamiento puede ser repetido en cortos periodos de tiempo (13).

La UK estimula el paso de plasmindgeno a plasmina directamente, ejerciendo su

accion hidrolitica sobre el plasminogeno sin necesidad de que exista fibrina (13).

Al igual que la SK, la UK es un activador “no fibrinoespecifico” por lo que
provoca un estado litico sistémico. La administracion de UK produce una rapida disminucion
de la concentracion plasmatica de plasminogeno y de forma paralela aumentan los niveles
circulantes de plasmina. En concentraciones elevadas, ademas de la fibrindlisis, puede
producir alteraciones de la coagulacion al reducir los niveles plasmaticos de fibrindgeno y
de los factores V y VII de la coagulacion y provoca la formacion de productos de

degradacion del fibrindgeno (13).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. LUGAR DE REALIZACION

La investigacion tedrica del problema de investigacion experimental se Ilevé acabo en
la biblioteca de la Universidad Catdlica de Santa Maria, la obtencion del extracto, asi
como el andlisis fitoquimico se desarrollo en el Laboratorio de Farmacognosia, la
actividad anticoagulante y fibrinolitica se desarrolld en el Laboratorio de Analisis

Clinico de la misma universidad.

2.2. MATERIALES
2.2.1.Materiales y equipos de laboratorio
2.2.1.1 Utillaje de laboratorio
— Varillas agitadoras.
— Vasos de precipitados 100 mL (PIREX).

— Matraces Erlenmeyer de 100 mL (PIREX).
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— Tubos de ensayo (PIREX).
— Pipetas de 1mL, 5mL, 10mL (PIREX).
— Probetas de 50 y 100 mL (PIREX).

— L&minas de porcelana con excavaciones.

2.2.1.2 Equipos de laboratorio
— Equipo rotavapor (BUCHI).
— Equipo de destilacion Soxhlet 250 mL (EURO LAB).
— Percolador 250 mL (PIREX).
— Frigorifico (SAMSUNG).
— Centrifuga analitica (GEMMY).
— Balanza analitica (PIONER TM OHAUS).
— Lampara de luz UV (CAMAG UV 254 — 366nm).

— Estufa de desecacion (MEMMERT SCHUTZART DIN 40050 — 1P20).

2.2.1.3 Reactivos
— Acetato de etilo (MALLINCKRODT) 99.6 — 100%.
— Acido acético (MERCK).
— Acido férmico (MERCK) 98 — 100%.
— Acido sulfdrico (MERCK) 95 — 97%.
— Agua destilada (QUIMICA DELTA).
— Alcohol etilico (QUIMICA DELTA).
— Cloruro de aluminio (MERCK) 97 — 100%.
— Cloruro férrico (MERCK).
— Metanol Q.P. (MERCK).

— Reactivo de Dragendorff (Elaboracion U.C.S.M).
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— Reactivo de Liebermann Burchard (Elaboracion U.C.S.M).
— Vainillina.

— Tween 80 (MERCK).

2.2.1.4 Otros materiales

Frascos de vidrio.

Gorro de laboratorio (Laboratorio CEMEDIC SAC).
— Guardapolvo.

— Guantes de examen (Laboratorio CEMEDIC SAC).
— Laminas de silica gel (TLC PLATE MERCK).

— Mascarilla (Laboratorio CEMEDIC SAC).

— Jeringas hipodérmicas.

— Algodon hidréfilo (Laboratorio STERILAB).

— Alcohol iodado.

— Manguerilla de latex.

— Mortero de porcelana.

— Soporte universal.

— Caocinilla eléctrica.

— Espétulas de acero.

— Olla metélica.

2.2.2.Materiales bioldgicos
— Especimenes frescos de pifia 0 Ananas sativus.

— Sangre humana obtenida mediante puncién venosa.
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2.3. METODOS
2.3.1.Metodologia de investigacion cientifica

2.3.1.1 Tipo de estudio

Investigacion experimental.

2.3.1.2 Disefio de estudio

Es de post tratamiento y grupo control, con aleatorizacion de la muestra de

estudio.

2.3.1.3 Poblacion

Sangre humana

2.3.1.4 Muestra

La muestra estuvo conformada por sangre humana proveniente de 12 sujetos
diferentes, los que cumplieron con los siguientes criterios de inclusion.

— Mayores de edad: sujetos en edad de 18 a 25 afios

— Sexo masculino

— Sujetos sanos

— Sujetos que no hayan tenido intervencion quirurgica durante el presente afio.

— No haberse administrado 15 dias antes de la extraccion de sangre, farmacos

anticoagulantes, fibrinoliticos, antiagregantes plaquetarios y AINEs.

2.3.1.5 Plan de muestreo

El plan de muestreo del presente estudio fue no probabilistico, en atencion al

criterio de la investigadora y el cumplimiento de los criterios de inclusion.

2.3.1.6 Asignacion aleatoria de la muestra

La muestra fue asignada en forma aleatoria, es decir, al azar para cada

tratamiento.
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2.3.2.Métodos de Farmacognosia
2.3.2.1 Recoleccion

Los especimenes de Ananas sativus o pifia fueron recolectados en la localidad
de Huepetuhe uno de los distritos de la Provincia de Manu Departamento de Madre de Dios,
la misma que se ubica a una Altitud de 447 msnm Latitud: -12.9939 Longitud: -70.5272.

Se recolectaron especimenes de Ananas sativus o pifia que crecen mediante
cultivo, en la zona denominada Barranco Chico, de propiedad privada, para su recoleccion

se eligio frutos inmaduros junto a su tallo (Figura 5).

=5 - . s

FIGURA N° 5: Recoleccion de Ananas Sativus (pifia)

2.3.2.2 Seleccion

Se seleccionaron los tallos de Ananas sativus o pifia en buen estado

prescindiéndose del fruto (Figura 6).
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FIGURA N°

: Tallo de Ananas Sativus (pifia)
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2.3.2.3 Estabilizacion

Debido al carécter semilefioso de la droga de Ananas sativus o pifia para su
estabilizacion fue necesario cortar en secciones del tallo de cinco a seis centimetros de
espesor, con la ayuda de una sierra de diente pequefio. Las secciones del tallo de Ananas
sativus o pifia aprovechando que son fibrosas fueron vueltas a cortar en pequefios trozos
largos. Para finalmente ser introducidos a una estufa calentada previamente a 105°C y
sometidas a esta temperatura durante 3 minutos.

2.3.2.4 Desecacion

La desecacion posterior a la estabilizacion también se realiz6 en estufa, pero a

una temperatura de 50°C, durante 1 dia.

2.3.2.5 Trituracioén

La trituracion de los tallos de Ananas sativus o pifia, se realiz6 mediante molino
de cizallas habilitando una licuadora obteniendo un polvo semifino en cuanto al tamafio de

particula (Figura 7).

FIGURA N° 7: Muestra triturada del tallo de Ananas Sativus (pifia)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANIA MARIA

2.3.2.6 Extraccién
2.3.2.6.1 Método Soxhlet

La extraccion solido-liquido, se usa a menudo para extraer un producto natural
a partir de su fuente natural, tal como una planta. Se escoge un solvente que selectivamente
disuelva el compuesto deseado pero que deje los sélidos insolubles indeseados en la fuente
natural. Un aparato de extraccion continua solido-liquido, llamado extractor Soxhlet, se usa

muy comunmente en un laboratorio de investigacion de productos naturales (26).

El solido que se va a extraer se coloca en un dedal hecho de papel filtro, y el
dedal se inserta en el centro de la camara. Un solvente de bajo punto de ebullicion, por
ejemplo, éter dietilico o alcohol etilico, se coloca en el balon de destilacion de fondo redondo
y se calienta hasta reflujo. Los vapores suben por el lado izquierdo hacia el condensador
donde se condensan. El liquido condensado cae dentro del dedal que contiene el sélido. El
solvente caliente empieza a llenar el dedal y extrae el compuesto deseado a partir del material
vegetal. Una vez que se llena con solvente, el cual contiene el compuesto deseado disuelto,
se regresa dentro del baldn de destilacién. El ciclo vaporizacién-condensacion-extraccion-
evacuacion por el sifon, se repite varias veces, y el producto deseado se concentra en el balon
de destilacion (26).

Procedimiento

Se realizaron tres extracciones, para ello se tomo 12 gramos de tallo de Ananas
sativus o pifia triturado y se empaquet6 en papel filtro. Luego fueron colocados al tubo de
extraccion del equipo y se procedi6 a la extraccion hasta agotamiento de la droga. Para ello
se utiliz6 150 ml de alcohol etilico de 96° como menstruo (Figura 8).

Una vez terminada la extraccion en soxhlet se procedié a la evaporacion del
solvente en Bafio Maria (hasta mantener peso constante), una vez obtenido los datos se

realizd el célculo del porcentaje de rendimiento del extracto.

Peso extracto seco
% RE = x 100
Peso planta seca

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @ DE SANA MARIA

FIGURA N° 8: Extraccion mediante soxhlet del tallo de Ananas Sativus (pifia)

2.3.2.6.2 Método Percolacion

La percolacion tiene por objeto la extraccion de la mayor parte de los principios
solubles contenidos en las drogas animales o vegetales (27).

Consiste, esencialmente, en un recipiente cilindrico o ligeramente conico, con o
sin tapdn de cristal y que en el extremo inferior deja salir el liquido, bien sea por una llave
de cristal que tiene en su estrangulamiento o bien colocando en la parte inferior del tubo un
tapon de goma o de corcho, agujereado y por cuyo agujero pasa un pequefio tubo de cristal
que no sobrepasa el tapén y al cual se empalma otro tubo de goma. Entre ambos tubos se

intercala una llave de paso para regular la caida del contenido (27).

También se utiliza en esta operacion una placa filtrante adosada del recipiente,
asi como una varilla, preferentemente de cristal, con la cual se agita y apelmaza el polvo
contenido en el aparato, siendo conveniente para ello que tenga una base de aplastamiento

en el extremo inferior (27).

Procedimiento

Se realiz6 tres extracciones, para ello se trabaj6 con 20.48 gramos
aproximadamente de tallo de Ananas sativus o pifia triturado, los que fueron colocados en el
percolador, luego se procedié a la percolacion por goteo (20 gotas por minuto) hasta
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agotamiento de la droga. Para ello se utilizo 400 mL de alcohol etilico de 70° como menstruo
(Figura 9).

Una vez terminada la extraccion por percolacion, se procedio a la evaporacion
del solvente en Bafio Maria (hasta mantener peso constante), una vez obtenido los datos se

procedi6 al calculo del porcentaje de rendimiento del extracto.

Peso extracto seco

% RE = x 100
Peso planta seca

FIGURA N° 9: Extraccién mediante Percolacién de tallo de Ananas Sativus (pifia)

2.3.3.Métodos de Fitoquimica
2.3.3.1 Método de cromatografia en capa fina

El principio fundamental de la cromatografia en capa fina ya fue establecido por
Ismailow y Schraiber (1938), la cromatografia de capa fina es una forma de absorcién solido
liquido. Donde se emplea una placa de vidrio o una ldmina metéalica, que se cubre con una
pelicula de unos 250 um de espesor de un adsorbente (gel de silice u 6xido de aluminio,
entre otros). (28) Esta separacion se lleva a cabo en una cubeta que contiene un agente
eluyente hasta una altura de 0.5 cm; las sustancias que se separan se detectan posteriormente
de forma apropiada. Por variaciéon y preparacion adecuada de la capa de adsorcion se

consigue el analisis de mezclas de sustancias tanto hidrofilas como lipdfilas (28).
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Procedimiento

Se utilizaron placas de silica gel con dimensiones de 3x10cm, las cuales se
enmarcaron suavemente con un lapiz para no dafar el adsorbente en linea recta a 1cm del
borde inferior de la placa, se procedio a elaborar los capilares con ayuda de un mechero y se

eligio el eluyente adecuado para la fase movil.

Seguidamente se aplicd la muestra con un capilar limpio tocando ligeramente la
placa, una vez sembrada la placa se prepar6 la cuba cromatografica con el eluyente
adecuado, se introdujo la placa a la cuba cromatografica se tapd y se dejo que corra la
muestra hasta 1-2cm del borde superior de la placa, se procedio a retirar la placa con cuidado
y se dejo secar a temperatura ambiente, luego se rocio con el revelador respectivo y se dejo
secar. Ya lista la placa se llevo a la lampara UV donde se observa las fluorescencias para

cada identificacién de metabolitos secundarios

Fases Moviles

Las fases moviles estuvieron constituidas por mezclas de disolventes, el tipo de

disolvente y sus proporciones segun la reaccion de identificacion se recogen en la (Tabla 1).

Tabla N° 1: Fases moviles para la Cromatografia en capa fina

Aceta}to de A(,:u_jo ',A‘C'O.IO Agua Metanol Tolueno
etilo acético férmico

General o 1 20
Terpenos 5 ---
11 11

Flavonoides 100 --
maninos [ w0
Alcaloides - 70 - 20 10

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Revelador General: Reactivo vainillina — acido sulfarico
Para la solucion A se mezcl6 vainillina 1g con etanol c.s.p. 100mL

Para la solucion B se mezcl6 acido sulfurico concentrado 5mL con etanol c.s.p.
100mL.
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Una vez preparadas las soluciones se pulverizo la placa con la solucién A, se
dejo secar y luego se pulverizo con la solucién B, después se sometié la placa a 110°C por
10 minutos.

Revelador para Terpenos: Reactivo de Liebermann Burchard

Se mezcld 5 mL de &cido acético y 5 mL de &cido sulfdrico concentrado. Esta
mezcla se agrego6 con cuidado y enfriando a 50 mL de etanol. Previamente pulverizada la

placa fue calentada a 110°C por 10 minutos.
Revelador para flavonoides: Reactivo de cloruro de aluminio
Se mezcl6 cloruro de aluminio 1g con etanol c.s.p. 100mL
Se pulverizo la placa con la solucién preparada.
Seguidamente se observo a luz UV-254nm.
Revelador para taninos: Reactivo de cloruro férrico
Para el reactivo se mezcl6 cloruro férrico 1g con etanol c.s.p. 100mL

Se pulverizo la placa con la solucion recientemente preparada y dejar secar,

después se sometio la placa a 110°C durante 10 minutos.
Seguidamente se observo a luz UV-254nm.
Revelador para alcaloides: Reactivo de Dragendorff

Para la solucién A se disolvié 0.85g de nitrato basico de bismuto en 10mL de
acido acético y 40mL de agua tibia.

Para la solucion B se disolvio 8 g de yoduro de potasio en 30mL de agua
destilada.

Para la solucion stock se mezcl6 la solucion A y la solucion B (1:1), en el spray

se mezcld 1mL de la solucion stock con 2mL de acido acético y 10mL de agua tibia.

El reactivo recientemente preparado se aplico sobre la placa pulverizandola y

luego se dejo secar.
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2.3.4.Métodos de Anélisis Clinicos
2.3.4.1 Obtencion de las muestras de sangre

La sangre humana se obtuvo mediante el método de puncion venosa y puncion

cutanea.
2.3.4.1.1 Puncion venosa

Mediante el método de puncion venosa en el cual se escogié una vena del pliegue
del codo, con el brazo del paciente en extension. Para ello se aplico un torniquete al brazo,
por encima del sitio donde se va a puncionar, para provocar distension venosa, pero este
debe mantenerse el menor tiempo posible, para evitar modificaciones importantes en los

valores de algunos parametros (29).

La piel del sitio escogido para la puncion fue limpiada con etanol al 70 % y se

dejo secar. Se debe evitar palpar de nuevo con el dedo.

La aguja se hizo penetrar en la vena con el bisel hacia arriba y en un angulo
proximo a los 45° (Figura 10). El torniquete fue retirado tan pronto penetro sangre al interior
de la jeringa. Al terminar la extraccion, se retir6 la aguja y se coloco una torunda de algodon
0 gasa en el sitio de la puncion. Luego se procedio a depositar con cuidado la sangre en los

tubos correspondientes (29).

FIGURA N° 10: Extraccion de sangre venosa
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2.3.4.1.2. Puncidén cutanea

Para la puncion cutanea se ubico en el extremo del dedo que posee menor
sensibilidad, el sitio escogido se limpio usando un pedazo de algodén humedecido en etanol
70°, después se paso un pedazo de algodon seco para retirar los residuos de etanol. Luego se
procedié a Punzar el dedo con la lanceta estéril lo suficientemente profunda y réapida para
que la sangre fluya de manera esponténea, la primera gota de sangre se limpié con un pedazo

de algodon seco y se oprimio ligeramente el dedo para extraer la sangre (30).

2.3.4.2 Diluciones de los extractos para la evaluacion

Tanto el extracto seco obtenido por Percolacién y el obtenido mediante
destilador Soxhlet, fueron sometidos a dilucion, a varias concentraciones decrecientes, como
el producto era un extracto seco en primer lugar para el extracto obtenido por soxhlet se
preparé un medio disolvente consistente en una solucion acuosa de Tween 80 al 5%, esta
solucion se prepar6 5 g con 100 mL de agua destilada. En cambio, para el extracto obtenido

por percolacion solo se utilizo agua destilada para su disolucion.

Luego se disolvio 2 gramos de extracto seco de tallo de Ananas sativus o pifia,
posteriormente se le afiadié la solucion disolvente preparada hasta 10 mL, de este modo
obtendremos una solucion al 20%.

En la tabla 2 se muestra las diluciones elaboradas, para la evaluacion se trabajé
con tres de estas diluciones, con la finalidad de tomar tramos o rangos distantes, ya que como
se tratd de un extracto vegetal es muy probable que no haya diferencia significativa con
rangos cortos. La parte sombreada de la tabla 2 indica las concentraciones elegidas, que

fueron las extremas y la intermedia.

Tabla N° 2: Dilucidn del extracto de pifia a distintas concentraciones

Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo

Descripcion 1 5 3 4 5 5 7

Volumen de Sol. Madre

20%extracto (ml) 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4

Suero fisioldgico estéril 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Volumen final 1 1 1 1 1 1 1
Cc final 20 18 16 14 12 10 8

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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Las concentraciones finales correspondientes al 20, 14 y 8%, fueron las que
finalmente se utilizaron, tanto para la extraccién mediante equipo Soxhlet y Percolacion, por
lo que en total fueron 6 formas extractivas a evaluar, tres concentraciones decrecientes por

cada meétodo.
2.3.4.3 Evaluacion de la actividad anticoagulante

La evaluacion anticoagulante fue medida mediante dos métodos.
2.3.4.3.1 Tiempo de coagulacion in vitro

Se realiz6 mediante el método de Burker, para ello en una lamina de vidrio con
excavaciones se coloco tres gotas de cada concentracion de extracto, una gota por cada
excavacion. Solo en el control no se coloco ningln extracto.

Se procedid con la desinfeccién del area del pulpejo del dedo de cada
participante con alcohol medicinal 70° (se recomendo a cada sujeto lavarse previamente las
manos), y se realizd la puncion con una lanceta estéril. Tener lancetas segun el nimero de

sujetos y veces a extraer sangre.

Posteriormente se coloco una gota de la muestra de sangre sin coagular en cada
excavacion, es decir, en total tres gotas, y se dejo en reposo tres minutos. Luego con la ayuda
de un estilete 0 aguja hipodérmica estéril se tratd de levantar cada 15 segundos la primera
gota de sangre, hasta la formacién de un hilo de fibrina como se muestra en la (Figura 11)
que es el momento en que la sangre ha coagulado, entonces se pasa a la segunda gota y asi

a la tercera.

Se considerd dos tiempos a medir, con la ayuda de un cronémetro.

e Tiempo O: es el tiempo desde que sale la gota del pulpejo del dedo.

e Tiempo Final: es el tiempo cuando la tercera gota haya coagulado.

FIGURA N° 11: Formacién de hilo de Fibrina
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2.3.4.3.2 Tiempo de protrombina

Se utilizo la técnica establecida por Quick y Citada por Todd. Este método mide
la actividad combinada del fibrindgeno, protrombina y los factores V, VIl y X; por lo tanto,
evalla eficazmente la via extrinseca de la formacion del activador de protrombina. Su
principio se basa en que el plasma obtenido de una sangre a la que se agregd un
anticoagulante que ligue calcio (citrato sédico 3.2%) coagulara en pocos segundos si se
recalcifica en presencia de un preparado de Calcio-Tromboplastina. El tiempo registrado es

el que media entre el agregado de calcio y la presencia del codgulo visible.

Procedimiento

De las muestras de sangre extraidas se tomd una muestra de sangre (2 mL), con
una solucién de citrato de sodio (3.2%), observando estrictamente las proporciones de

mezcla de sangre y anticoagulante (9:1).

Inmediatamente después de la extraccion de sangre, ésta se mezcld bien y se
traslado a un tubo de centrifuga, evitdndose la formacion de espuma. Se centrifugdé 10
minutos a 3000 rpm, para la obtencién de plasma citratado (la centrifugacion puede hacerse
hasta 2 horas como méaximo después de la obtencién de sangre). La muestra obtenida es
estable 4 horas a 15-25°C.

Previamente se atempero la tromboplastina el cloruro de calcio 0.02 M a 37°C.

Posteriormente en un tubo de ensayo se colocd las diluciones de los extractos de
Ananas sativus (pina), para ello se tomé 0.2 mL de cada dilucion, etiquetando la
concentracion del extracto correspondiente, luego se afiadio 0.2 mL de tromboplastina (4

Ul/ml), 0.2 mL de plasma citratado, y 0.2 mL de cloruro de calcio al 0.02 M, en este orden.

Luego la mezcla total se agito suavemente y se colocd a incubacién en bafio

maria durante 2 minuto a 37°C.

Se registro los tiempos de aparicion del coagulo. Se considerd el tiempo 0 desde

el momento de la adicidn del cloruro de calcio.

Se prepar6 un control negativo sustituyendo el extracto por el mismo volumen
(0.2 mL) de suero fisiologico.
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FIGURA N° 12: Formacion de coagulo

2.3.4.4 Evaluacion de la actividad fibrinolitica
2.3.4.4.1 Método de Prassad

Para la evaluacién de actividad fibrinolitica se realizd6 mediante el método de
Prassad para ello se identificaron y pesaron en balanza analitica previamente nueve tubos

Eppendorf, por cada muestra de sangre y se anotaron sus pesos.

Se afiadio a cada tubo 0.5 mL de sangre y se pre incub6 a 37°C en estufa durante

45 minutos.

Formado el coagulo se retird con cuidado todo el suero de la muestra mediante
aspiracion con micropipeta sin alterar el coagulo formado.

Luego de ello se volvid a pesar el tubo con balanza analitica, y por diferencia de

peso se hallé el peso del coagulo.

Posteriormente se afiadieron 0.5 mL de las diluciones creciente de extracto de
pifia a los tubos con el coagulo con peso conocido, y se incubaron en estufa a 37°C durante
90 minutos, finalmente se removid el liquido de los tubos y se volvieron a pesar. (Figura 13)
Para el grupo control se afiadié 0.5 mL de suero fisioldgico.
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FIGURA N° 13: Actividad fiblinolitica

2.3.5.Métodos de Analisis de datos

El analisis de la informacion sera mediante el uso de herramientas estadisticas
para determinar, se utilizaron el promedio, mediana, desviacion estandar, Anova y Test de
Tukey. Estos ultimos estadigrafos con el fin de determinar similitudes o diferencias

estadisticas y comparar los distintos grupos experimentales.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Para la evaluacion de la actividad sobre el proceso de coagulacion y fibrinolisis
se obtuvieron dos extractos del tallo de Ananas sativus (pifia), mediante dos métodos de
obtencion continuos diferentes, Soxhlet y percolacion, luego de recolectar la droga y someter
a los procedimientos previos a la extraccion, se procedid con la obtencion de los extractos
(Figura 14). El detalle de dichos procedimientos se muestra a continuacion, asi como los

rendimientos respectivos.

FIGURA N° 14: Extractos de Ananas Sativus (pifia)
A: Método percolacién B. Método soxhlet

Tabla N° 3: Extraccion mediante Soxhlet y su rendimiento

lra 2da 3ra

Descripeion Extraccion extraccion Extraccion Promedio
Gramos de droga 12 12 12 12
Beaker vacio (gramos) 102.06 103.016 114.7606
aeriﬁgs; extracto 104.26 105.518 117.0754
Extracto seco (gramos) 2.2 2.502 2.3148 2.34
Rendimiento (%) 18.33% 20.85% 19.29% 19.00%

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Para la extraccién mediante equipo Soxhlet se realizaron cuatro extracciones, sin
embargo, para efectos del calculo se tomaron tres al azar, a fin de poder hacer una
comparacién descriptiva con el método de percolacion en donde se realizaron solo tres
extracciones, utilizandose como disolvente alcohol etilico.
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En la Tabla N°3 se observa que para este método se tomaron solo 12 gramos de
droga en promedio, debido a la capacidad del equipo, el rendimiento promedio fue de 19%,

equivalente a 2.34 gramos de peso seco.

En la Tabla N°4 se observa los resultados para el método de extraccion mediante
percolacion, para este método se tomaron 20.48 gramos de droga en promedio, ya que el
percolador a diferencia del equipo Soxhlet presenta mayor capacidad, el rendimiento
promedio fue de 26%, equivalente a 5.28 gramos de peso seco, como se aprecia el
rendimiento fue mayor, ello probablemente se deba a que en este método se utilizd como

disolvente alcohol al 70°.

Tabla N° 4: Extraccion mediante Percolacion y su rendimiento

lra 2da 3ra

Descripgf) Extraccion extraccion Extraccion Promedio
Gramos de droga 21.3874 20 20.056 20.48
Beaker vacio (gramos) 154.14 105.62 107.429
?geraa'ﬁgs; extracto 150.95 11053 112528
Extracto seco (gramos) 5.81 4.919 5.099 5.28
Rendimiento (%) 27.17% 24.60% 25.42% 26.00%

FUENTE: ELABORACION PROPIA

En el presente estudio se evaluo el tallo de Ananas sativus o pifia, a través de dos
extractos obtenidos mediante dos métodos que utilizan disolventes de tipo continuo, cuyos
rendimientos se apreciaron en la Tabla 3 y 4. Al observar de manera conjunta y estableciendo
comparaciones, se tiene que la extraccion realizada mediante el método de percolacion
presenta mayor rendimiento en comparacion con la extraccion realizada con equipo Soxhlet,
la diferencia entre promedios coloca al rendimiento de la percolacion en un 7% por encima
de la extraccion con equipo Soxhlet. Teniendo en cuenta que para la extraccion con
percolador se utilizéd una mezcla hidroalcoholica al 70% y para la extraccién con Soxhlet
alcohol de 96°, es muy probable que la diferencia en la naturaleza de disolventes fue la
responsable de esta diferencia. Una mezcla hidroalcohdlica constituye un sistema de
disolventes que al parecer tendrian en cuanto al tallo de Ananas sativus mayor capacidad de
extraccion, ello es de esperarse ya que el fruto —y por lo tanto el tallo — es rico en contenido
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acuoso, por lo que el tenor de sustancias solubles en agua sera mayor, lo que repercute en un
método de extraccion que utiliza una mezcla de etanol y agua.

3.2. ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR

El estudio fotoquimico preliminar se realiz6 mediante el método de
cromatografia en capa fina, este ensayo se practico sobre el extracto del tallo de Ananas
sativus (pifia) obtenido mediante el método de destilacion con equipo Soxhlet, ya que este
extracto como veremos mas adelante es el que mayor eficacia anticoagulante mostro en el

estudio in vitro realizado.

La primera reaccion realizada con el extracto de Ananas sativus (pifia) fue la
reaccion general, en esta se utilizd como revelador el acido sulfdrico y la vainillina en donde
los disolventes fueron una mezcla de acetato de etilo, metanol y agua como fase movil, para
lo cual se ha detectado la presencia de metabolitos secundarios (31), como se observa en la
(Figura 15).

En cuanto a la identificacion de terpenos se utilizé como revelador el reactivo de
liebermann burchard, los disolventes fueron una mezcla de acetato de etilo y tolueno como
fase mavil, en esta reaccidon se detectaron compuestos tipo saponinas triterpenos y esteroides
con manchas rosas y verdosas respectivamente (32) (33). Como se observar en la (Figura
16).

Por otra parte, para la identificacion de taninos se utiliz6 como revelador el
reactivo de cloruro férrico, los disolventes para la fase movil fueron una mezcla de metanol
y agua, donde se identificé una mancha de color marron que es caracteristico de este tipo de

compuestos (Figura 17).

La reaccion para compuestos tipo alcaloides fue negativa, este ensayo fue
repetido utilizdndose como reactivo revelador el Reactivo de Dragendorff, con una fase

movil, que fue una mezcla de acido acético, metanol y agua.

Para todas las figuras se ilustran sus correspondientes valores de factor de
desplazamiento Rf. los compuestos encontrados en un andlisis fitoquimico del “Efecto in
vitro del extracto acuoso de hojas de pifia sobre nematodos gastrointestinales de ovinos”
fueron similares al analisis cromatografico realizado en donde se detectd saponinas,

triterpenos y esteroides ademas de taninos.
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A propdsito de estos compuestos del metabolismo secundario, estos mismo
fueron encontrados en un extracto de papaya junto a alcaloides, el screening realizado al
extracto que aumento los tiempos de protrombina y tiempo de tromboplastina, detecto la
presencia de estos esteroides bajo el estudio denominado Propiedades anticoagulantes y
antiplaquetarias del latex de frutos inmaduros de Carica papaya L. (Caricaceae), en este
contexto es conocida la actividad antiplaquetaria de las saponinas como inhibidoras de la
sintesis de tromboxano, por otra parte no se puede dejar de comentar de la propiedad quelante

de los taninos sobre el calcio idnico plasmatico, ademas de tener actividad antienzimatica.

Las saponinas también fueron reportadas en otras plantas con actividad
anticoagulante de uso tradicional como Careya arbérea y Bauhinia forticata en un articulo
de revision de este tipo de plantas medicinales llamado Una revision de la Actividad
Anticoagulante / Antitrombotica de las plantas naturales utilizadas en la Medicina
Tradicional.
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FIGURA N° 15: Identificacion general
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FIGURA N° 16: Identificacion de terpenos
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FIGURA N° 17: Identificacion de taninos
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3.3. EVALUACION DEL EFECTO ANTICOAGULANTE

La evaluacion del efecto anticoagulante fue realizada en muestras provenientes
de 12 sujetos, fueron sometidas estas muestras a tres concentraciones tanto de los extractos
de pifia obtenidos mediante Soxhlet y Percolacién, por lo que para cada concentracion se
hicieron 12 repeticiones correspondiente a cada muestra sanguinea de cada sujeto. La

evaluacion del efecto anticoagulante se realizd mediante dos métodos in vitro.

3.3.1.Tiempo de coagulacion, Método de Burker

El primer método de evaluacion anticoagulante fue el Método de Burker, que
evalUa el tiempo de coagulacion medido en minutos de una muestra de sangre que se pone

en contacto sobre una superficie de vidrio.

Tabla N° 5: Tiempo de coagulacion (minutos), Método de Burker

Tipo _Tratamlento N Media  Mediana D?SV'. . Minimo Maximo
Anticoagulante Desviacion

Soxhlet Concentracion 12 43.80 45.00 4,15 30.63 45.00
20%
Soxhlet Concentracion 12 42.25 45.00 9.51 12.05 45.00
14%
Soxhlet Concentracion 12 26.97 28.70 18.94 3.50 45.00
8%
Percolacion 12 42.94 45.00 4.82 32.12 45.00
Concentracion 20%
Percolacion 12 35.21 45.00 15.41 6.76 45.00
Concentracion 14%
Percolacion 12 26.13 29.98 14.05 4.55 45.00
Concentracion 8%
Control 12 12.02 12.10 2.21 8.27 15.38

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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FIGURA N° 18: Grafico del tiempo de coagulacién en minutos

La Tabla N° 5 y su respectivo grafico muestra los resultados para el tiempo de
coagulacion, de los dos extractos a distintas concentraciones, junto al control. Se observa
que el mayor promedio en minutos corresponde de las doce muestras sometidas a la accion
del extracto de Ananas sativus o pifia obtenido mediante Soxhlet a una concentracién del
20%, con un tiempo medio de 43.8 minutos, luego se ubican el extracto obtenido mediante
este Ultimo método pero a una concentracion del 14%, junto con el extracto obtenido por
percolacion a una concentracion del 20%, ambos con un valor aproximado de 42 minutos,
el resto de extractos tienen respuestas menores, siendo el menor valor correspondiente tanto
al extracto obtenido mediante Soxhlet y percolacion ambos al 8% con valores medios de 26
minutos, por otra parte el grupo control tuvo un valor de 12.02 minutos como tiempo de

coagulacion.

Tabla N° 6: ANOVA para el Tiempo de coagulacion (minutos), Método de Burker

Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 9954,14 6 1659,02 12,49 ,00
Dentro de grupos 10225,38 77 132,80
Total 20179,52 83

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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Para comparar las seis concentraciones de los dos tipos de extraccion (Soxhlet y
Percolacion) se calcul6 un Anélisis de varianza, mediante el programa estadistico SPSS, el
cuadro de resultados para este analisis se muestra en la Tabla N° 6, como se observa se tienen
una Significancia igual a 0.00, con un nivel de confianza del 95%, lo que nos permite
concluir que los resultados de los seis grupos correspondientes a las tres concentraciones de
los dos extractos son diferentes en cuanto al tiempo de coagulacion medido en minutos.

Luego del Andlisis de varianza se hace necesario otro que compare cada grupo
con el resto, con el objetivo de apreciar que grupos en particular son iguales o diferentes
respecto de los otros; mediante la Prueba HSD Tukey se puede realizar esta comparacion.
La Tabla N° 7, muestra los resultados de la Prueba HSD Tukey calculada con el mismo
programa estadistico, observamos que todos los grupos muestran eficacia, ya que todos
difieren del grupo control, sin embargo, las muestras tratadas con los extractos de Ananas
sativus o pifia obtenidos mediante Soxhlet de concentracion al 14 y 20%, junto al extracto
de Ananas sativus 0 pifia obtenido mediante percolacion con una concentracion del 20%,
son los de mayor eficacia, ya que sus medias y varianzas son estadisticamente diferentes —y
superiores — al resto de muestras que recibieron los otros extractos de Ananas sativus o pifia

a concentraciones menores, en cuanto a estos tendrian una eficacia menor.

Tabla N° 7: Test HSD Tukey para el Tiempo de coagulacion (minutos), Método de

Burker
Tipo Tratamiento Anticoagulante N 1Subconjunto p2ara alta = 0'053

Control 12 12.02

Percolacion Concentracion 8% 12 26.13 26.13

Soxhlet Concentracion 8% 12 26.97

Percolacion Concentracion 14% 12 35.21 35.21
Soxhlet Concentracion 14% 12 42.25
Percolacion Concentracion 20% 12 42.94
Soxhlet Concentracion 20% 12 43.80

Sig. ,05 A7 ,53

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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3.3.2.Tiempo de protrombina, Método de Quick

El otro método para observar la coagulacion es el Método de Quick, que mide el
tiempo en segundos que le toma a una muestra de plasma citratado, en formar un coagulo,
luego de afadirle tromboplastina y posterior recalcificacion en presencia de la sustancia
problema que en este estudio son los extractos de Ananas sativus o pifia, obtenidos mediante

dos métodos de extraccidn continuos, a tres concentraciones cada uno.

Previo a la explicacion de los resultados es necesario precisar en varios casos tal
como veremos en la Tabla N° 8 no se observé la formacion de coadgulo, en un plazo que
supero las 24 horas, es por ello que se vio por conveniente para efectos del andlisis
estadistico, tomar un periodo limite de 24 horas de observacion, y en caso de no observar la
formacion de un coagulo en un periodo de 24 horas a mas, se anoto el tiempo de 86400

segundos que es el equivalente de un dia en segundos.

Tabla N° 8: Tiempo de Protrombina (segundos), Método de Quick

Tipo Tratamiento Anticoagulante N  Media Mediana Degzz\éién Minimo Maximo
Soxhlet Concentracion 20% 12 86400.00 86400.00 .00 86400 86400
Soxhlet Concentracion 14% 12 80625.00 86400.00 18721.51 21300 86400
Soxhlet Concentracion 8% 12 45543.33 46840.00 34416.44 3680 86400
Percolacion Concentracion 12 79950.00 86400.00 22343.45 9000 86400

20%

Percolacion Concentracion 14% 12 35943.00 18255.00 36358.25 2106 86400
Percolacion Concentracion 8% 12 11546.58 5520.00 23011.17 329 83400
Control 12 13.33 13.50 242 10 17

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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FIGURA N° 19: Grafico del tiempo de protrombina
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La Tabla N° 8 y su respectivo grafico muestra los resultados para el tiempo de
protrombina, de los dos extractos a distintas concentraciones, junto al control. Se observa
que el mayor promedio en segundos corresponde de las doce muestras sometidas a la accion
del extracto de Ananas sativus o pifia al obtenido mediante Soxhlet a una concentracion del
20%, con un tiempo medio de 86400 segundos (24 horas), luego se ubica el extracto obtenido
mediante este Gltimo método pero a una concentracion del 14%, con una media de 80625
segundos, muy cerca el extracto obtenido por percolacion a una concentracion del 20%, con
un valor de 79950 segundo, el resto de extractos tienen respuestas menores, siendo el menor
valor correspondiente al extracto obtenido mediante percolacién al 8% con un valor medio
de 11546 segundos, por otra parte el grupo control tuvo un valor de 13.33 segundos como

tiempo de protrombina.

Tabla N° 9: ANOVA Tiempo de Protrombina (segundos), Método de Quick

Suma de cuadrados = gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 88085055420,64 6 14680842570,11 26,45 ,00
Dentro de grupos 42742182352,25 77 555093277,30
Total 130827237772,89 83

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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También comparar las seis concentraciones de los dos tipos de extraccion
(Soxhlet y Percolacién) se calculd un Anélisis de varianza, mediante el programa estadistico
SPSS, el cuadro de resultados para este analisis se muestra en la Tabla N° 9, como se observa
se tienen una Significancia igual a 0.00, con un nivel de confianza del 95%, lo que nos
permite concluir que los resultados de los seis grupos correspondientes a las tres
concentraciones de los dos extractos del tallo de Ananas sativus o pifia son diferentes en

cuanto al tiempo de protrombina medido en segundos.

Tabla N° 10: Test HSD Tukey del Tiempo de Protrombina (segundos), Método de

Quick
Tipo Tratamiento Anticoagulante N §-0ggunto para lfa = 0.05
1 2 3 4
Control 12 13.33
Percolacion Concentracion 8% 12 11546.58 11546.58
Percolacion Concentracion 14% 12 35943.00 35943.00
Soxhlet Concentracion 8% 12 45543.33
Percolacion Concentracion 20% 12 79950.00
Soxhlet Concentracion 14% 12 80625.00
Soxhlet Concentracion 20% 12 86400.00
Sig. ,89 ,16 ,95 ,99

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Al ser varios los grupos del Andlisis de varianza se hace necesario otro que
compare cada grupo con el resto, con el objetivo de apreciar que grupos en particular son
iguales o diferentes respecto de los otros; mediante la Prueba HSD Tukey se puede realizar
esta comparacion. La Tabla N° 10, muestra los resultados de la Prueba HSD Tukey calculada
con el mismo programa, observamos a excepcion de las muestras tratadas con el extracto de
Ananas sativus o pifia obtenido mediante Percolacion a una concentracion del 8%; todos los
grupos muestran eficacia, ya que todos son diferentes del grupo control, sin embargo, las
muestras tratadas con los extractos de Ananas sativus o pifia obtenidos mediante Soxhlet de
concentracion al 14 y 20%, junto al extracto de Ananas sativus 0 pifia obtenido mediante
percolacion con una concentracion del 20%, son los de mayor eficacia, ya que sus medias y

varianzas son estadisticamente diferentes y superiores al resto de muestras que recibieron
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los otros extractos de Ananas sativus o0 pifia a concentraciones menores, en cuanto a estos

tendrian una eficacia menor.

En el presente estudio se evalu6 el pedunculo de Ananas sativus o pifia, en
atencion a su probable actividad anticoagulante y fibrinolitica. En cuanto a la actividad
anticoagulante, medida mediante el tiempo de coagulacion y el tiempo de protrombina, se
observd resultados positivos para el extracto de Ananas sativus o pifia al 20% obtenido
mediante el método que utiliza equipo Soxhlet, y también para la percolacion a la misma
concentracion, para el primer caso se utilizo como disolvente el etanol al 96°, en la
percolacion se utiliz6 una mezcla hidroalcoholica al 70°, este resultado est4 relacionado y se
apoya en otros resultados como los encontrados en el trabajo denominado Potencial
anticoagulante in vitro de Caulerpa sp. ("Lato"), Eucheuma sp. ("Guso™), Ananas comosus
("Pifia") y Psidium guajava ("Guava") Extractos de hojas en ratones ICR (32); en donde se
evalud un extracto etandlico al 80%, obtenido a reflujo, observando para el caso del extracto
de pina el mayor tiempo de coagulacion.

Sin duda la droga para los efectos cardiovasculares de Ananas sativus o pifia es
el tallo o mas correctamente el pedinculo del fruto (infrutescencia), ya que en el estudio
denominado Efecto de la pifia (Ananas comosus) sobre los pardmetros hematolégicos y
bioguimicos en ratas Wistar albinas intoxicadas con Doliprane; en donde se utilizé un
extracto proveniente de esta droga, observandose mejores numeros celulares de parametros

hematoldgicos evaluados.

Los responsables de este efecto probablemente sea un conjunto activo
conformado por compuestos que se han detectado en el tallo y que al igual que la bromelaina
tienen actividad enzimatica, como son endopeptidasas, glucosidasas, celulasas (33), también
se ha descrito la presencia de pectasas e invertasas (3). No pasa todos estos compuestos
provenientes del metabolismo primario. No puede pasar desapercibido el analisis
cromatografico realizado en donde se detect6 saponinas, triterpenos y esteroides, ademas de

taninos.

Existen investigaciones que relacionan actividad anticoagulante a Ananas
sativus. En un articulo llamado "efecto sobre el sistema de la coagulacion del zumo de frutas
y hortalizas peruanas” donde reportan que Ananas comosus tiene actividad anticoagulante
su extracto acuoso contiene enzimas proteoliticas denominada bromelaina que de acuerdo a

estudios in vitro y en animales prolonga el TP, el cual concuerda con nuestros resultados
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donde vimos que el extracto de Ananas sativus (pifia) tiene el mismo efecto in vitro sobre el
TP.

3.4. ACTIVIDAD FIBRINOLITICA
3.4.1.Método de Prassad

La actividad fibrinolitica se realizd6 mediante el método de Prassad, para este
ensayo solo se trabajo con 10 muestras de sangre proveniente de 10 sujetos diferentes, ello
debido a la desercidn de dos sujetos, sin embargo, este método se hizo por triplicado, para
las tres concentraciones de cada extracto obtenido por Soxhlet y Percolacion. Haciendo un
total de 30 repeticiones para cada concentracion.

Tabla N° 11: Peso medio en gramos del coagulo post administracion de tratamientos

Tipo Trgtaigento N Media Mediana DG'TSV'. s’ Minimo Maximo
Prassad Desviacion

Soxhlet Concentracion 10 .04 .03 .03 .00 .10
20%
Soxhlet Concentracion 10 .05 .04 .04 .01 14
14%
Soxhlet Concentracion 10 .07 .05 .04 .03 13
8%
Percolacion 10 .06 .04 .05 .01 .16
Concentracion 20%
Percolacion 10 .05 .04 .04 .01 13
Concentracion 14%
Percolacion 10 .05 .05 .04 .01 14
Concentracion 8%
Control 10 .05 .05 .04 .00 13

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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FIGURA N° 20: Grafico de la actividad fiblinolitica

La Tabla N°11 y su respectivo grafico muestra los resultados del peso del
codgulo remanente post administracion de los tratamientos consistentes en tres
concentraciones de cada tipo de extracto obtenido por Soxhlet y Percolacion. Se observa que
el menor peso medio en gramos de coagulo remanente de las diez muestras realizadas por
triplicado corresponde al extracto de Ananas sativus o pifia al obtenido mediante Soxhlet a
una concentracion del 20%, con un peso medio de 0.04 g, luego se ubican los extractos
obtenidos mediante este Ultimo método pero a una concentracion del 14%, con una media
aproximada de 0.05 g junto a los extractos del tallo de Ananas sativus o pifia obtenidos por
percolacion a concentraciones de 20, 14 y 8%; el de mayor peso medio en gramos fue el
extracto de Ananas sativus o pifia obtenido mediante destilacion en Soxhlet al 8% con un
valor medio de 0.07 g de peso del coagulo remanente.

Tabla N° 12: Anélisis de Varianza Peso medio en gramos del codgulo post

administracién de tratamientos

ci:g] r?:xggs Gl cu';/(lier(:’llg ca F Sig.
Entre grupos .01 6 .00 .60 12
Dentro de grupos .10 63 .00
Total .10 69

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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También se comparé las seis concentraciones de los dos tipos de extraccion
(Soxhlet y Percolacion) mediante el calculé del Andlisis de varianza, mediante el programa
estadistico SPSS, el cuadro de resultados para este andlisis se muestra en la Tabla N°12,
como se observa se tienen una Significancia igual a 0.72, con un nivel de confianza del 95%,
lo que nos permite concluir que los resultados de los seis grupos correspondientes a las tres
concentraciones de los dos extractos del tallo de Ananas sativus o pifia son estadisticamente
similares en cuanto al peso medio en gramos del codgulo remanente post administracion de

tratamientos y recalcificacion de las muestras de plasma.

Con fines de confirmacion del Analisis de varianza se realiz6 la Prueba HSD
Tukey. La Tabla N°13, muestra los resultados de la Prueba HSD Tukey calculada con el
mismo programa, observamos que los dos extractos obtenidos por Soxhlet y Percolacion en
sus tres distintas concentraciones 20, 14 y 8%, son estadisticamente similares a un nivel de

confianza del 95%, ya que todos conforman un solo subconjunto, junto con el grupo control.

Tabla N° 13: Test HSD Tukey Peso medio en gramos del coagulo post administracion

de tratamientos

Subconjunto para alfa =

Tipo Tratamiento N 0.05
1

Soxhlet Concentracion 20% 10 .04
Percolacion Concentracion 8% 10 .05
Soxhlet Concentracion 14% 10 .05
Percolacion Concentracion 14% 10 .05
Control 10 .05
Percolacion Concentracion 20% 10 .06
Soxhlet Concentracion 8% 10 .07
Sig. .53

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Con referente a la actividad fibrindlitica no se observaron efectos,
probablemente esto se deba a la naturaleza de los extractos hace que presenten bajo tenor de
bromelaina, la principal enzima sino la Unica de la actividad fibrinolitica de Ananas comosus

o pifia, en efecto la bromelaina es una enzima proteolitica inespecifica, es por ello que no se
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observd la disolucién del coagulo, esta actividad de degradacion proteica fue ampliamente
revisada y discutida, pero sin embargo no se observo en nuestro estudio, la otra posibilidad
es que el complejo activo no tenga influencia en los procesos de fibrindlisis. Por ello es facil

suponer que los responsables seria el conjunto activo de metabolitos primarios y secundarios.
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CONCLUSIONES

Primera

Se determind la actividad anticoagulante y fibrinolitica in vitro de los extractos
del tallo de Ananas sativus (pifia), obtenidos mediante percolacion y Soxhlet, en muestras

de sangre humana.

Segunda

Se obtuvieron dos extractos del tallo de Ananas sativus (pifia) mediante dos
métodos, percolacion y Soxhlet. Para este ultimo se utilizd como disolvente alcohol etilico
96°, obteniéndose un rendimiento medio de la droga de 19%, para el extracto por percolacion

se utilizé como disolvente alcohol etilico 70° con un rendimiento medio de 26%.

Tercera

Se analiz6 mediante cromatografia en capa fina al extracto del tallo de Ananas
sativus (pifia) obtenido mediante destilacion con Soxhlet, ya que este extracto fue el de
mayor eficacia, se identifico la presencia de metabolitos secundarios para la reaccion de
terpenos se detectd la presencia de saponinas, triterpenos y esteroides; la reaccion para

taninos fue positiva; en cambio la reaccion para flavonoides y alcaloides fue negativa.

Cuarta

Se determind la actividad anticoagulante in vitro del tallo de Ananas sativus
(pifia) mediante el tiempo de coagulacion, presentando efecto anticoagulante los extractos
obtenidos por Soxhlet en concentracion al 20 y 14%, junto con el extracto obtenido por
percolacion al 20%; para el resto de concentraciones menores de ambos tipos de extractos

las eficacias fueron menores.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SAKTA MARIA

En cuanto al tiempo de protombina tuvieron efecto anticoagulante también los
extractos obtenidos por Soxhlet en concentracion al 20 y 14%, junto con el extracto obtenido
por percolacién al 20%; el resto de concentraciones menores de ambos tipos de extractos las

eficacias fueron menores.

Quinta

Se determino la actividad fibrinolitica in vitro del extracto del tallo de Ananas
sativus (pifia) mediante el método de Prassad, el analisis estadistico sefial6 que no hubo
efecto fibrinolitico para ninguno de los extractos (por percolacion y Soxhlet) en sus tres

distintas concentraciones.
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SUGERENCIAS

Primera

Determinar el efecto anticoagulante y fibrinolitico in vivo del extracto del tallo
de Ananas sativus o pifia obtenido mediante destilacion con Soxhlet en animales de

experimentacion.

Segunda

Realizar un estudio toxicolégico en animales de experimentacion para evaluar la
seguridad del extracto del tallo de Ananas sativus o pifia obtenido mediante destilacién con

Soxhlet tras la administracion per os.

Tercera

Determinar el efecto antiagregante plaquetario in vitro o in vivo del extracto del
tallo de Ananas sativus (pifia) obtenido mediante destilacion con Soxhlet en animales de

experimentacion.
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ANEXOS
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ANEXO 1: IDENTIFICACION TAXONOMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN /-\\

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS p ?
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA f\/ 4
CONSTANCIA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras frescas de tallos, hojas y frutos de la planta traida al laboratorio para el
analisis botdnico corresponde a la especie
Ananas sativus L. de la familia Bromeliaceae de nombre comin “pifia”. Dichas muestras
fueron obtenidas de la localidad de Huepetuhe, departamento de Madre de dios, para la
ejecucion de la Tesis titulada: Determinacion de la actividad anticoagulante y fibrinolitica in vitro
del extracto de Ananas sotivus L. “pifia”, Arequipa, 2018 desarrollado por Lizeth Magaly
Chuquitarqui Quispe de la Universidad Catolica San Maria.

Los resultados de dicha identificacién y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : COMMELINIDAE
ORDEN: POALES

FAMILIA: BROMELIACEAE
GENERO: ANANAS

ESPECIE: Ananas sativus L.

Se explde la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que se estime
conveniente.

i Arequipa 10 de Agosto del 2018
i

nIRECen

% \_/ go Leoncno Marifio Herrera

DIRECTOR
Herbarium Aregvipense (HUSA)

~
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ANEXO 2: sdbana de datos

Tiempo de coagulacion: Extracto de pifia con Soxhlet

N° Sujeto Soxhlet Cc 20% Soxhlet Cc 14% Soxhlet Cc 8%
1 45.00 45.00 45.00
2 45.00 12.05 10.05
3 45.00 45.00 45.00
4 45.00 45.00 45.00
5 45.00 45.00 45.00
6 45.00 45.00 45.00
7 30.63 45.00 9.05
8 45.00 45.00 3.50
9 45.00 45.00 10.41
10 45.00 45.00 12.41
11 45.00 45.00 8.21
12 45.00 45.00 45.00

Tiempo de coagulacion: Extracto de pifia con Percolacion

N° Sujeto Percolacion Cc 20%  Percolacion Cc 14% Percolacion Cc 8%

1 45.00 45.00 45.00
2 45.00 12.00 9.66

3 45.00 45.00 37.25
4 45.00 45.00 25.36
5 45.00 45.00 45.00
6 45.00 45.00 11.25
7 32.12 13.46 10.03
8 45.00 45.00 32.00
9 45.00 6.76 4.55

10 45.00 45.00 33.45
11 45.00 45.00 29.56
12 33.14 30.25 30.41
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Tiempo de Protrombina: Extracto de pifia con Soxhlet

N° Sujeto Soxhlet Cc 20% Soxhlet Cc 14% Soxhlet Cc 8%
1 86,400 82,200 13,800
2 86,400 86,400 86,400
3 86,400 86,400 86,400
4 86,400 86,400 86,400
5 86,400 21,300 16,980
6 86,400 86,400 86,400
7 86,400 86,400 5,520
8 86,400 86,400 12,600
9 86,400 86,400 3,680
10 86,400 86,400 45,680
11 86,400 86,400 54,660
12 86,400 86,400 48,000

Tiempo de Protrombina: Extracto de pifia con Percolacion

N° Sujeto Percolacion Cc 20% = Percolacion Cc 14% Percolacion Cc 8%

1 86,400 9,000 9,360
2 86,400 77,760 9,480
3 86,400 18,000 9,000
4 9,000 2,520 370
5 86,400 18,060 11,880
6 86,400 86,400 83,400
7 86,400 86,400 4,740
8 86,400 86,400 6,300
9 86,400 22,500 900
10 86,400 2,106 344
11 86,400 3,720 329
12 86,400 18,450 2,456
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Efecto fibrinolitico: Extracto de pifia con Soxhlet 20%

N° lra Repeticién 2da Repeticion 3ra Repeticion
SWEO 1y Tici THC2 TV THCL T#C2 TV T+CL  T+C2
4.70 500 498 479 5.07 5.06 5.33 5.72 5.67
4.73 5.58 5.54 5.27 5.61 5.61 5.27 5.72 5.71
5.18 5.58 5.56 5.20 5.50 5.45 5.19 5.62 5.57
5.14 5.53 5.53 5.77 6.12 6.12 5.34 5.74 5.73
5.24 5.57 5.55 5.14 5.44 5.42 5.16 5.62 5.58
455 496  4.96 5.20 5.62 5.61 5.28 5.65 5.64
5.20 5.63 5.61 o Sl 5.66 5.20 5.62 5.52
5.12 5.54 5.53 5.30 5.69 5.63 5.27 5.64 5.59
5.22 5.68 5.68 5.19 5.56 5.52 5.28 5.66 5.62
10 5.30 5.76 5.55 5.13 5.57 5.52 5.26 5.67 5.63

TV=TuBo vAcio; T+C1=TuB0O MAS COAGULO; T+C2= TuUBO MAS COAGULO DESPUES DEL EXTR.

© 00 N oo o1 B~ W DN B

Efecto fibrinolitico: Extracto de pifia con Soxhlet 14%

N° 1ra Repeticion 2da Repeticion 3ra Repeticion
SWEd 1y T4cl THC2 TV THCL THC2 TV THCL  T+C2
510 539 537 581 612 612 526 572 569
514 575 573 581 619 619 526 567 563
519 556 554 525 561 558 529 573 554
519 560 559 525 559 558 533 577 564
520 553 547 513 551 550 518 556 556
526 575 575 498 539 538 524 561 559
519 571 569 515 560 559 532 578 559
523 570 563 517 562 561 525 566 563
513 557 554 528 567 552 529 577 554

10 5.12 551 5.50 5.17 5.55 5.51 5.33 5.76 5.57
TV=TuBo vAcio; T+C1=TuBO MAS COAGULO; T+C2= TUBO MAS COAGULO DESPUES DEL EXTR.

© 00 N o o B~ W DN B
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Efecto fibrinolitico: Extracto de pifia con Soxhlet 8%

N° lra Repeticién 2da Repeticion 3ra Repeticion
SWEO 1y Tici THC2 TV THCL T#C2 TV T+CL  T+C2
524 564 560 5.13 5.60 5.55 5.17 5.57 5.55
5.18 5.52 5.42 5.81 6.32 6.29 5.15 5.56 5.56
5.12 5.48 5.44 5.04 5.53 5.49 5.29 5.66 5.60
5.38 5.72 5.70 5.04 5.46 5.36 5.33 5.74 5.55
5.21 5.50 5.47 5.15 5.53 5.51 5.30 5.75 5.53
5.35 5.81 5.78 5.02 5.45 5.41 5.17 5.56 5.49
5.26 574 571 . 5.56 5.51 5.15 5.62 5.60
5.14 5.56 5.54 5.19 5.64 5.63 5.22 5.60 5.55
5.33 5.76 5.61 5.33 5.79 5.56 5.19 5.58 5.57
10 5.26 564 551 5.27 5.75 5.60 5.19 5.57 5.50

TV=TuBo vAcio; T+C1=TuB0O MAS COAGULO; T+C2= TuUBO MAS COAGULO DESPUES DEL EXTR.
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Efecto fibrinolitico: Extracto de pifia con Percolacion 20%

N° 1ra Repeticion 2da Repeticion 3ra Repeticion
SWEd 1y T4c1 THC2 TV THCL THC2 TV THCL  T+C2
511 555 555 473 503 498 512 550 5.9
520 558 551 518 568 551 518 564 562
514 556 549 515 549 541 518 564 564
570 606 605 512 542 538 515 553 551
518 550 546 515 548 547 523 563 558
514 555 550 514 561 560 518 562 5.0
518 565 563 514 554 543 524 571 563
529 574 569 517 562 5690 529 573 569
533 571 558 525 572 547 535 574 564

10 5.25 5.62 5.55 5.33 5.76 5.60 5.22 5.59 5.48
TV=TuBo vAcio; T+C1=TuBO MAS COAGULO; T+C2= TUBO MAS COAGULO DESPUES DEL EXTR.
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Efecto fibrinolitico: Extracto de pifia con Percolacion 14%

N° lra Repeticién 2da Repeticion 3ra Repeticion
SWEO 1y Tici THC2 TV THCL T#C2 TV T+CL  T+C2
7.34 7.64 7.61 5.17 5.62 5.58 5.28 5.65 5.65
5.26 5.55 5.50 5.51 5.86 5.81 5.31 571 571
5.11 5.53 5.50 5.22 5.70 5.66 5.19 5.57 5.56
5.20 5,51 5.47 5.19 5.50 5.48 5.33 5.79 5.73
5.18 5.56 5.53 514 543 5.39 5.32 5.73 5.67
5.14 5.51 5.49 5.14 5.57 5.45 5.14 5.54 5.52
5.11 5.59 5.57 o 5.50 5.50 5.22 5.63 5.61
5.15 5.59 5.55 5.17 5.55 5.55 5.24 5.72 5.56
5.33 5.80 5.60 5.27 5.69 5.51 5.17 5.56 5.54
10 534 572 5.67 5.33 5.79 5.53 5.17 5.55 5.53

TV=TuBo vAcio; T+C1=TuBo MAS COAGULO; T+C2= TuBO MAS COAGULO DESPUES DEL EXTR.
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Efecto fibrinolitico: Extracto de pifia con Percolacién 8%

N° 1ra Repeticion 2da Repeticion 3ra Repeticion
SWEd 1y T4cl THC2 TV THCL THC2 TV THCL  T+C2
751 777 773 524 552 547 528 571 555
511 558 547 479 547 545 515 554 551
519 568 566 512 554 549 518 560 558
514 548 544 632 660 658 531 574 561
503 539 536 524 566 555 520 558 558
514 558 553 48 531 517 532 578 556
512 556 554 524 569 568 512 559 559
513 559 558 516 561 561 516 555 554
511 549 548 517 555 551 525 569 569

10 5.34 5.82 5.67 5.15 5.53 5.51 5.13 5.58 5.57
TV=TuBo vAcio; T+C1=TuBO MAS COAGULO; T+C2= TUBO MAS COAGULO DESPUES DEL EXTR.
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