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RESUMEN

RESTMELY

El género Brongriartia (Leguminosae) consta de 65 especies que se distribuyen en México.
Varias de ellas se han empleado en la medicina tradicional en el tratamiento de
mordeduras de serpientes, para combatir insectos, icaros, parisitos de la piel y como
VEnenos para pescar.

Brongriartia intermedia es un arbusto endémico de México. Del extracto metandlico
de las raices, se aislaron cinco compuestos, entre ellos la estinlpirona 4-Hidroxi-
dehidrokavaina (HK), la cual esta estructuralmente relacionada con la estirlpirona (+)-
Kavamna presente en Piper nmethysticon (Piperaceae), de la cual se reporta actividad
antitrombotica {Gleitz, 1997). En el presente trabajo se estudié la actividad anticoagulante
. en sangre total de la 4™-Hidroxi-dehidrokavaina, de su denvado 4’-O-acetil-dehidrokavaina
(AK), de los extractos metandlico de las raices de B. intermnadia y de P. mabysticen (CO2
supercritico). También se evalud la actividad antiagregante plaquetania (inducida con
epinefrina, ADP y coldgena) de la HK y de su derivado AK. Tanto la AK, como el
extracto de P. methystiorn (100 mg/kg,), presentaron actividad anticoagulante significativa
15 minutos después de administrar el tratamiento; a la misma dosis HK exhibié el mismo
efecto despueés de 24 horas. La HK y la AK (100 pM) tuvieron un efecto antagregante
plaquetario significativo con una (P<0.05).

Estos resultados sugieren que tanto la HK como la AK producen efectos en la

hemostasis primaria, de forma similar al exiracto de P mabysticen, y que la accidén

antitrombotica puede estar relacionada con la inhibicidn de ciclooxigenasa.

Juan Maruel Fabila Veldzquez 1




INTRODUCCION

TNTRODUACION

El proceso de la coagulacién sanguinea es un fenémeno dindmico y complejo. La fluidez,
y en ciertas situaciones la coagulacion, se mantienen por la participacién de numerosos
factores que son activados o inactivados en respuesta a diversos estimulos. En la practica
médica, }a manipulacién farmacolégica de este proceso, ha contribuido en la prevencion y
tratamiento de enfermedades vasculares {Aronow, 1999) y tromboembélicas (Homma et
al, 1999). La warfarina, heparina, icido acetilsalicilico y estreptocinasa son los farmacos de
origen natural que por su actividad anticoagulante, amtitrombética o fibrinolitica,
respectivamente, representan hasta el momento, los medicamentos mis empleados para
los trastomos de coagulacidn sanguinea. Sin embargo, cuando se establece el indice
terapéutico, siendo el efecto benéfico la actividad anticoagulante y el efecto adverso la
hemorragia, estas sustancias tienen un estrecho margen de segundad. Aunado a lo
.

anterior, el inadecuado manejo clinico ha incrementado la incidencia de efectos téxicos
(Bhavi er af, 2000) y desafortunadamente ha cuestionado el uso de estos medicamentos en
enfermedades donde la eficacia ha sido plenamente demostrada. La necesidad de contar
en la clinica con firmacos seguros, motiva a la bisqueda de principios activos con
mejores propiedades ya sean farmacocinéticas y/o farmacodinamicas. En este sentido, la
investigacion basica y aplicada tiene en la nawuraleza, particularmente en las plantas
superiores, una importante fuente de sustancias potencialmente mas efectivas.

Esta tesis es un estudio preclinico en el que se evalda la actividad de la 4-Hidroxi-

dehidrokavaina (HK) y de su derivado 4™-O-acetil-dehidrokavaina (AK), sobre el tiempo

de coagulacién sanguinea del rawdn y la taza de agregacion de plaguetas humanas. En efla

Jruan Manwel Fabila Velazquez 2



INTRODUCCION

se describen los efectos producidos con diferentes dosis de HK o de AK, y se establecen
1as comparaciones pertinentes con farmacos de reconocido eciecto anticoaguiuie
(heparina y warfarina). Debido a la similitud estructural de la HK aislada de Broguartia
otermadia (Leguminosae), con la (+)-Kavaina aistada de Piper mahystaon (Piperaceae), en la
presente investigacion se estudid la actividad anticoagulante a diferentes dosis del extracto
metandlico de las raices de B. intennadia y del extracto de P. mahysticon obtenido con CO2
en estado supercritico, Ademds, se analizo la actividad anticoagulante de HK, AK y de los
extractos antes mencionados a los 15 minutos, 24 y 48 horas posteriores a su
administracion.

El estudio de la actividad antiagregante plaquetaria con diferentes concentraciones
de HK y AK se evalu6 utilizando Epinefrina, ADP y Colagena como agentes inductores
de la agregacién plaquetaria. Se considera que el presente trabajo aporta evidencias
cientificas para continuar la investigacién sistemitica de las estinlpironas como posibles

medicamentos antitromboticos.

Juan Mavuel Fabrla Veldzguez 1



ANTECEDENTES
LIITTECEDEINTES

HEMOSTASTS PRIMARIA

La hemostasis es la detencién espontinea del sangrado proveniente de un vaso sanguineo
dafiado. Este proceso se inicia con una lesion vascular e inmediatamente ocurre una
constriccion para disminuir el flujo distal de ha sangre a la henida. Simultdnearnente, las
plaquetas se unen a la coligena de la pared vascular lesionada y son activadas por la
protombina, sustancia formada por la cascada de coagulacién o por ADP liberado de
otras plaquetas activadas. El cambio de la morfologia plaquetaria, y la presencia de
fibrinégeno, desencadenan la agregacién y formacién del tapén plaquetario. A este
fenémeno hemostatico que aparece tempranamente, se le Hama hemostasis primaria y
depende exclusivamente de la capacidad funcional de las plaquetas (Orten, 1990).

Las plaquetas son estimuladas por diversas sustancias enddgenas (trombina,
coldgena, ADP, adrenalina, serotonina, vasopresina) y exdgenas (cationes divalentes,
ésteres del forbol) y responden con cambios de forma, agregacién de tres diferentes
procesos secretorios y liberacion de acido araquidonico el cual es ripidamente convertido
a prostaglandinas, tromboxanos y lipoxigenasa. La superficie plaquetaria contiene un gran
nimero de receptores los ciales ligan especificamente agonistas que estimulan la
respuesta  plaquetaria fisidlogica ejem;ﬂos ADP, adrenalina, colagena, trombina,
vasopresina, serotonina, factor activador plaquetrario. Owos receptores median la
activacion (PGE, PGD2 OGI) o inhibicién (ADP y adrenalina de adenilato cidlasa) en
plaquetas (Houssay, 1999). El incremento del AMPc causa fuerte inhibicién de la

. . i : e \
activacién plaquetana y produccion de eicosanoides {ver {iguia 1},

Jrm Ml Fabila Veldzquez 4



ANTECEDENTES

Epinefrina Tromboxano A2 Coligena Serotonina ADP

Prostaglandinas

h h 4 A h
RECEPTORES
r
AMPc 1P3 DAG
=) A Y
» Catt+ 1y PKC

Cambio de forma
Exposicién del receptor GPIIb/Ia
Secrecion de granulos densos
Secrecion de granulos alfa

TAZ Liberacion de Acido araquidénico

4—— Fibrinogeno

Agregacion Plaquetaria

Figura 1. Representacion esquemitica de la agregacion plaquetania producida por

varios agomstas.

Juan Manuel Fabila Veldaquez



ANTECEDENTES

HEMOSTASIS SECVIIDARTA

En esta etapa ocurre 1a formacion de una myiia de {UId 0 COAEUIO Gue aurupit al tapaon
de plaquetas {trombo blanco} y/o al tapdn de eritrocitos (trombo rojo) dindole una
mayor estabilidad al codgulo. Este proceso también incluye la disolucién pardcal o
completa del codgulo ya formado (Murray ef 4/, 1994).

La formacién de fibrina se ongina de reacciones proteoliticas en cascada, en
respuesta a una pared vascular anormal (via intrinseca ) y/o en respuesta a una leson
tisular (via extrinseca). En la via intrinseca participan los factores (XII, XI, IX, VIII,
precalicreina y cininégeno de alto peso molecular) y en la via extrinseca el factor VIL
Ambas vias coinciden, en la activacién del factor X (Stuart-Prower) que cauliza la
conversién de protombina a trombina en presencia del ion Ca++, dd factor labil
{proacelerina) y de fosfolipidos, la cual induce la conversién del {ibrindgeno a monomero
de fibrina, que polimeriza en presencia del factor XII activado (estabilizador de la
fibribrina) para formar el coagulo (Voet e af, 1992). En la Tabla I se da la Nomenclatura
Internacional de los Factores de la Coagulacion Sanguinea, y la figura 2 resume las vias de

coagulacidn (Stryer, 1993).

Juzr Maruied Fabila Veldzquez 6



ANTECEDENTES

Tabla I. Nomenclatura Internacional de los Factores de la Coagulacién Sanguinea.

SMNoNIMo

| Factor 14bil, globulina aceleradora (Ac-G)

Factor estable, acelerador de la conversién
de 1a protombina del suero (SPCA}

| Factor Chrismas, factor anthemolitico B

Factor contacto, factor cristal (glass factor)

Factor | MNombre
I  Fibnnogeno o
I Protombina ) o
111 Tromboplasina | Tromboquinasa_
IV Calcio o
\' Proacelerina
Vi Igual que el factor V (este
término se utiliza
| generalemente)
VII Proconvertina
VIII Globulina antthemofilica | Factor antihemolitico A
(AHG) )
X Componente dela
tromboplatina del plasma
P1O) | .
X Factor Swart-Prower | Autoprotombina C
X1 Antecedente dela Facor antinemofilico C
tromboplastina del pasma
(PTA) .
XII Factor Hageman | Factor ¢
X1 Factor estabilizador dela | Fibrinasa, factor Laki-Lorand
fibrina D
Precalicreina | Factor de Fletcher
Cinondgeno | Factor de Fitzgerald-
de alto peso | Williams-Flaujeac
molecular

Juan Menuel Fabila Velizquez




ACTTVACIGR TNTRINERCA ACTIVACIGR LY TRINGLCA

Factor VII

Factor X1I Coligena Tromboplastina

Plaquetas l +— tisular

Factor Xlla
/ Factor VIla /
FactorXI ___ § FacorXla Facror X
Fosfolipidos
/ Cars
Cas+
Factor [Xa Factor Xa

F X Factor X Factor V
actor » | Factor VIII }e——e———ip Protombina
Fosfolipidos Fosfolipidos ¢
Cass Cavs
Protombina Y ,» Trombina

Fibrinégeno — 3 Mo Fibrina ——p Polimero tnest: ble
Facor XIII — pFactorXIlla l

Trombina ,
I Care Polirnero estalile

Figura 2. Diagrama de la cascada de la Coagulacion Sanguinea. Hemostasis secundaria (Orten, 1990).

S Marsel Fabila Veldzquez



ANTECEDENTES

FARMACHS ANTICOAGUTANTES
Heprving
La heparina es un glicosaminoglicano constituido por cadenas de restos alternantes de D-
glucosamina y un 4cido urénico. La heparina stindar es una preparacion heterogénea con
pesos moleculares que oscilan desde 5,000 a 30,000 kD, siendo las especies con pesos
moleculares mas bajos las mis activas contra el factor Xa que contra la trombina
{(Newsholme et /, 1990).

La heparina ejerce principalimente su efecto anticoagulante por medio de la union
ATIIL, alterando considerablemente por ello la conformacién de la ATII y acelerando su

inhibicién por la trombina, el factor Xa y el [Xa. La ATIII es una a-globulina que inhibe

las serinas proteasas, que incluyen varios factores de la coagulacion, mediante la unién en
proporcidén 1:1 al resto de serina situado en el centro de reaccién de los factores
coagulantes, lo que lleva a la inactivacién de esos factores. La heparina participa en esas
reacciones como agente catalitico, catalizando la inactivacién de la trombina por la ATII,
actuando como molde al cual se unen la ATI y la trombina para formar un complejo
ternario (Page et af, 2001).

La heparina se absorbe poco tras la administracidn oral, y por ello es administrada
por via subcutdnea o por via intravenosa, en este caso se administra en forma de dosis
Unica de carga para lograr una anticoagulacion rapida y mantenerse después con una
infusidn continua. La heparina se fija a varias proteinas plasmaticas, como el factor 4 de
las plaquetas, la fibronectina y el factor de Von-Willebrand. Esta propiedad contribuye a

su reducida biodisponibilidad a concentraciones bajas.

Juart Manued Fabila Veldzquez 9




ANTECEDENTES

consecuencia de la desaparicién de los factores de la coagulacién y-carboxilados (Page et
a, 2001 y Suyer, 1575).
Se absorbe por via oral y tiene una bidisponibildad excelente. Se une a las proteinas

plasmiticas y se acumula en el higado.

La warfanina es eficaz para:
» Laprofilaxis y el tratamiento del tromboembolismo venoso.
» La profilaxis de ictus trombdticos o embélicos y de la recurrencia de infarto en

pacientes con infarto agudo de miocardio.

Jue Mol Fabila Veldzaquez 11




ANTECEDENTES

FARMACHS ANTIPLAGULETARIOS

Hay muchos activadores tisiologicos de las plaquetas, entre elios trombina, adenusin
difosfato (ADP), epinefrina, coligena, dcido araquidénico y tromboxano A2, los cuales
promueven la agregacidén plaquetaria. Hay también inhibidores fisiolégicos de las

plaquetas como la prostaciclina y el 6xido nitrico (www.lafacu.com).

Keidn seetiicalicdlicn
Este bloquea la sintesis de tromboxano A2 procedente del dcido araquidénico en las
plaquetas mediante la inhibicion por acetilacién irreversible de la ciclooxigenasa, una
enzima clave en la sintesis de prostaglandinas. El cido acetilsalicilico bloquea también la
sintesis del inhibidor de plaquetas prostaciclina en células endoteliales. Sin embargo este
efecto es efimero comparado con el que ejerce sobre la sintesis de tromboxano A2 enlas
plaquetas, porque las células endoteliales pueden resintetizar la ciclooxigenasa
{(Newsholme et af, 1990).

El dcido acetilsalicilico se absorbe con rapidez desde el tracto gastromtestinal, es
hidrolizado en parte a salicilato en su primer paso a través del higado y se distribuye

intensamente en la mayoria de los tejidos corporales.

Tielapiding
Interfiere con la unién del fibrindgeno, inducido por el ADP, a los receptores de la
membrana plaquetaria. La adhesion y la agregacion plaquetarias son por tanto inhibidas, y

los efectos inhibitonios sobre la agregacion plaquetana son irreversibles.

Jun Maudd Fabila Velizguez 12




ANTECEDENTES

La ticlopidina se absorbe bien y con rapidez a través del tracto gastrointestinal, esta

5¢ mctaboliza oo gran propercidn y oo cngretn princinalmenta nar el rdén
D' . tr' ‘
IPWIGAMG

Por si solo no llega a inhibir la agregacién plaquetaria, pero cuando se emplea unido al
tratamiento con warfarina, se ha descrito que prolonga la supervivencia de las plaquetas
en pacientes con enfermedad cardiaca valvular y que mantiene los recuentos de plaqueras

en los pacientes sometidos a cirugfla abierta (Page et 4, 2001).

Juan Manueel Fabila Veldzquez 13




ANTECEDENTES

RRONGNIARTIA INTERMEDIA (LEGIUASTIDSAR)

IIrceripinn hntanies

El género Brongmiartia pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoidae, uibu
Brongniartiae; este género comprende aproximadamente 65 especies, casi en su mayoria
endémicas de México, ya que sélo una especie se extiende hasta Texas (Sousa et «f, 1993
citado por Reyes, 1994).

Esta especie se localiza en regiones de clima cilido-seco. En el Valle de México se
encuentra entre 2300 y 2600 m de altitud, en sitios con pastizal y matorral, de Tepeapulco
a Villa Nicolas Romero, Chalco, Cuajimalpa, Texcoco y Xochimilco. Fuera del Valle se
extiende de San Luis Potos{ a Jalisco y Oaxaca (Rzedowski et o, 1979).

Brongnizrtia intermetia Moric. Es una planta arbustiva de 50 cm. a 2,5 m. de altura;
con tallo pubescente; cstipulas ovalado-lanceoladas, pubescentes; hojas conamente
pecioladas, de 10 a 20 cm. de largo, de 11 a 37 foliolos opuestos, oblongos u ovales, de 12
a 25 mm. de largo por 6a 10 mm. de ancho, apice redondeado y mucronado, base
redondeada, densamente sedoso-pubescentés cuando jovenes, volviéndose glabros con la
edad; flores de 1,5 2 2 cm. de largo; bracteolas folidceas, pubescentes, tempranamente
deciduas; caliz pubescente; corola roja o morada; legumbre anchamente oblonga, de 4,5 a
7,5 cm. de largo por 2 cm. de ancho, las valvas coridceas, lisas y glabras, de dpice

mucronado; semillas globosas, de 8 a 10 mm. de didzmetro, café-rojizas y lisas (Rzedowski

apaip).

Juem M Fabila Veldzaqeez 14




ANTECEDENTES

Ltrinhintédnics

Se mdica gue digunas capeus do Ciic geincic rocibon 2 ousos pringipales fRaves 1994:
Reyes et al, 1994)

» Como remedio para las parasitosis dérmicas causadas por insectos y acaros.

» Como veneno para pescar {barbasco) y

> En el tratamiento de las mordeduras de serpientes. Es conocida en Sinaloa como

“hierba de la vibora” (Martinez, 1987).

Ouimica
Corona en 1993 del extracto hexanico de las hojas de B. intenmadia aislo p-Sitosterol,
Estigmasterol, Taraxasterol, Lupeol y pinitol, mientras que de las raices obtuvo:
Neorautanano, Edunol, 3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinamdto de metilo, 3-Prenil-4-O,5-(2",2"-
dimeul-pirano)-cinamato de metilo, Brongniol y Brongtimedol.

Afios mas tarde Salinas en 1998 aislo de las raices de B. memadia los sigutentes
compuestos: 4™-Hidroxi-dehidrokavaina, 3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinamato  de  metilo,

Estigmasterol y B-Sitosterol. El pamero de ellos se aislé con anteniormente de las raices

de B. podalyriodes (Reyes, 1994)
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ANTECEDENTES
FPrpeER METHVSTICUM (PIPERACEAT)
gt enilspsismen Lt CoRdads Coind “Mava hava”, portenece o e familie Piperacear v

al orden Piperales. Dicha familia incluye 5 géneros y mds de 2000 especies de plantas que
crecen a lo largo de los tropicos, 10 de estos miembros se han utilizado como especias o
como plantas medicinales (Sing, 1992).

Kava es una planta perenne nativa de las islas tropicales del Pacifico (Melanesia,
Micronesia y Polinesia), esta planta crece a altitudes que van de los 150 a los 3000
ms.nm. La propagacion de I. metystiaon es exclusivamente vegetativa. La primera
descripcién detallada del kava, normalmente se le acredita a Johann Georé Forster,

botinico en el segundo viaje del Capitdn James Cook’s {1772-1775).

Ftnabotdnicn

Existen variedades diferentes de la planta del kava, clasificadas por las poblaciones
indigenas, basadas principalmente en las caracteristicas morfolégicas. Se usan variedades
distintas con propositos distintos dentro de la cultura. Por ejemplo, una variedad rara se
usa exclusivamente para propdsitos ceremoniales, considerando que una variedad comdn
tendria los usos mas informales (Duffield er 4/, 1989).

E! principal uso del kava es ceremontal, aunque también juega un papel medicinal
importante en muchas culturas indigenas. Algunas de las afecciones tratadas con el kava
inchiyen gonorrea, problemas menstruales, problemas de lactacion, dolor de cabeza,
debilidad general, reuma, tuberculosis, lepra, insomnio, asma, ciertas condiciones de la piel

y migrafia.

Juars Manuad Fabila Veldzquez 16
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ANTECEDENTES
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progresivamente hacia la parte aérea de la planta. Aunque el cuerpo principal de las

investigaciones ha sido la resina. De esta se han aislado 15 lactonas de las cuales 9 se han

identificado toralmente. De las cuales é se encuentran en concentracién mas alta en la

raiz: metisticina, yangonina, dihidrometisticina, kavaina, dihidrokavaina y desmetoxy-

yangonina (Smith, 1983 y Smith er 4/, 1984).

R
Kavapironas |l _ R R’ C5——C6 | &7F——C8
Dihidrokavaina H H EE— —_—
Rvama | H 1 H | — | ——
Desmetoxilyangonina H H — ——
ITetrahidroyangonina | ~ OMe H o _
Yangonina | OMe | H — p—
Dihidrometisticina “OCHO — —
Metisticina ] ocHo _ ——
Juit Maruael Fabrla Veldupez 17




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
PLANTEAMIENNTO DEL PROELEMA

La warfarina utlizada actualmente en seres humanos como medicamento anticoagulante,
es un derivado de las cumarinas, sustancias cominmente encontradas en la naruraleza
(Turpie, 1993). A este grupo de sustancias pertenece la bishidroxicumarina, cuya presencia
en el trébol dulce ocasiond por los afos 20’s en Dakota y Canada, la muerte de ganado
bovino debido a una enfermedad hemorrigica por deficiencia de protombina plasmatica
(Rang et al, 1999). Varios compuestos presentes en la naturaleza, poseen similitudes
estructurales con las cumarinas, y algunos comparten evidencias experimentales que
apoyan acciones sobre la hemostasis. Este es el caso de 4-metoxi-o-pirona, (+)-5,6-
dehidrokavaina y  (+)-dihidro-5,6-dehidrokavaina  aisladas  de  Alpp  speciosa
(Zingibe'raceae) procedente de China y de la (+)-Kavain aislada de Piper mekpstiaon
(Piperaceae} procedente de Melanesia, Micronesia y Polinesia, islas tropicales del Pacifico.
Estas estirilpironas, también Hamadas Kavalactonas, muestran inhibicién de la agregacion
plaquetaria inducida por 4cido araquidénico (Teng et &, 1990y Gleitz et af, 1997).

Por otra parte, de una especie nativa de México reconocida como Bronguartia
ptennadia (Leguminosae), se identificé la 4’-Hidroxi-dehidrokavaina (HK). Debido a la
analogia estructural de esta sustancia, con las estunlpironas antes mencionadas, fue
estudiado el efecto de 1a HK sobre el tiempo de coagulacion de la sangre total (Salinas,
1998). Sin embargo, a pesar de haberse encontrado actividad antcoagulante, no se
estableci6 la intensidad del efecto, como tampoco se estudié la actividad antitrombética
referida para algunas estinlpironas. Por tal motivo, la presemte investigacion  busca

establecer la eficacia anticoagulante de ia HK y el efecto sobre la agregacidn plaguerana

Jart Menseel Fabila Veldzaquez 18




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

inducida por diferentes sustancias. Aun mas, también trata de establecer st el derivado 4’-

I I g F 1. 4 TR S R . P
C-avcinduindiohavaina Wreayy ah COONs S SUTRCS mornndilion da loe raicoc A= R

tuennadia y de un extracto de P. methysticen obtenido con CO2 en estado supercritico,
comparten el efecto anticoagulante. Si bien es cierto que la presente investigacidn es un
estudio aiin incipiente, también es cierto que identificar sustancias nuevas, con ventajas
sobre las ya conocidas en cuanto a eficacia, caracteristicas farmacocinéticas, margen de
seguridad, patrén de efectos colaterales, etc., es suficiente motivo per s para iniciar la
basqueda y valoracién farmacoldgica de sustancias potencialmente tuiles en el tratamiento

de las enfermedades tromboembdlicas.
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HIPOTESIS
HIPOTESS

» Si la 4-Hidroxi-dehidrokavaina y la 4-O-acetil-dehidrokavaina, presentan actividad
antiagregante plaquetaria, entonces es probable que retarden el tiempo de coagulacidén

del ratén.

» Como la (+)-Kavaina presente en Piper mathystium tuene actividad antagregante
plaquetaria, entonces es probable que el analogo estructural 4*-Hidroxi-dehidrokavaina

presente dicha actividad.

» Como la 4-Hidroxi-dehidrokavaina se encuentra en la raiz de Broggrartia intennedia,
entonces es probable que el extracto metandlico de esa parte de la planta, también

presente actividad antiagregante plaquetania.

» Si el efecto antiagregante plaquetario de la estinlpirona radicara en el anillo a-lactona,

entonces la acetilacién del grupo hidroxilo de la 4-Hidroxi-dehidrokavaina no
modificara la intensidad de la actividad antiagregante observada con la molécula

original.
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OBJETIVOS

ORJETIVOS

GEIERAL
> Evaluar la actividad de diferentes tratamientos sobre el tiempo de coagulacion de la

sangre total del ratén y la agregacién plaquetana en células humanas.

PARTICULARESR
» Realizar el aislamiento e idenuficacién de metabolitos secundanos, en especial de la

estirilpirona presente en Brongniartia intermedia.

» Preparar el derivado acetilado de la 4’-Hidroxi-dehidrokavaina.

» Establecer si la administracién parenteral de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina y de su
derivado 4’-O-acetil-dehidrokavaina, modifican el tiempo de coagulacién in 2w del

raton.

> Establecer si la administracion parenteral del extracic metanéiico de las raices de B.
puermadia y el extracto de P. mahystiaen obtenido con CO2 es estado supercritico,

modifican el tiempo de coagulacién o del raton,

» Establecer si la 4-Hidroxi-dehidrokavaina y su derivado 4-O-acetil-dehidrokavaina,
modifican el porcentaje de agregacion plaquetaria inducida por: ADP, Epinefrina y

Coligena,

Juan Marwel Fabila Velizquez 21




MATERIAL Y METODOS
MATERILL Y MIETODROS

RETURIC GUIMICO

Reenlercidn de Brangnievtia intevmedie

Brongruzartia intermatia fue colectada en el Cerro Tetzoutzingo ubicado en Texcoco, Estado
de México. Sus raices se dejaron secar al aire libre y a la sombra, luego fueron cortadas en
trozos pequefios y se colocaron en metanol por una semana a temperatura ambiente,

posteriormente el extracto se concentrd en un rotavapor, elimnando el disolvente.

Extaetn metandlicn, Aidamients e identificacidn de metzhinlitor seeundarioe de 72
intermedin

El sélido del extracto metanélico de las raices de B. suernadia (21.82 g) fue lavado con
acetato de etilo. La parte soluble en este disolvente se filiré y se concentréd en un
rotavapor obteniéndose 9.14 g. Este matenial fue someti6 a cromatografia en columna
(A), utilizando como fase estacionaria 200 g. de silica-gel de malla 70-230 y como fase
mévil diclorometano, acetona y mezcla de estos disolventes en orden de polaridad
creciente, asi como acetato de etilo y metanol.

De la columna A, se obtuvieron 381 fracciones, las primeras 304 fueron de 125 m],
y las restantes de 250 ml. Las fracciones 17-24 eluidas con diclorometano se reunierdn
por ser similares en cromatografia de capa fina (c.c.f) dichas fracciones ocurrié la
formacién espontinea de cristales, los cuales se filtraron al vacié y se lavaron con
metanol, obteniendo agujas de color blanco con p.f. de 130-134° C. factor de referencia

(rf) en c.c.{. fue identico al comparado con una muestra auténtica de -Sitosterol (I).
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MATERIAL Y METODOS

Las fracciones 31-47 eluidas con diclorometano, también se reunierdn por ser

L P .

SImiares en C.Gi. WIa Ve [euddus predpind wn puive, 6 voeal ov nis ¥ 50 1ave TO0
hexano. El sélido obtenido tuvo un pf. de 65-70° C y de acuerdo a sus datos
espectroscopicos de TR y RMN "H se identifico como (-)-Maackian (II).

' Las fracciones 104-117, eluidas con diclorometano-acetona 98:2 se reunieron por
ser similares y en ellas se formo una nata en el fondo del vial. Esta se filtré con vacio y se
obtuvo un polvo fino de color blanco amanllento, el cual se lavo con diclorometano. A
este polvo no se le pudo determinar p.f. por exceder el limite del aparato (:300° C), en
c.c.f bajo luz UV se observa de color azul fluorescente. Con los datos que arrojan el
espectrd de RMN "H no heeron suficientes para determinar de que compuesto se trata
aunque si se sabe que es un Coumestano.

Otras fracciones reunidas por ser similares fuerun de la 165-174 eluidas con
diclorometano-acetona 98:2 En esta fraccidnes ya reunidas ocurri6 la formacién de un
precipitado de color amarillo, el cual se filtrd y se lavé con metanol, obteniendose un
polvo de color amarillo con pf. de 2565-270° C. Material semejante se obtuvo de las
fracciones reunidas 143-153, 175-198, 199-219 y 220-230. Y de acuerdo con los resultados
espectroscopicos de UV y comparandolos con los obtenidos por (Salinas, 1998), el
compuesto es la 4-Hidroxi-dehidrokavaina (IIT).

Las fracciones 1-6 de la columna A, eluidas con diclorometano, se juntaron y
pesaron (1,1215 g) para someterlas nuevamente a cromatografia en columna (B)

3

utilizando como fase estacionaria 11 g. de silica-gel con malla de 70-230 y como fase
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MATERIAL Y METODOS

mévil hexano, diclorometano, acetona, mezclas de hexano-diclorometano  y
diclorometano-acetona en orden de polandad crectente.

De la columna B se obtuvieron 65 fracciones de 125 ml ¢/u; en la fraccion 19
eluida con hexano-diclorometano 8:2, ocurrid la formacidn de cnstales blancos, estos se
filtrarén con vacio y se lavaron con metanol. Los cristales tienen un p.f. de 190-195°C, y
de acuerdo a los resultados de RMIN "H y comparandolos con los resultados obtenidos
por (Corona, 1993), se deduce que el compuesto es Neorautanano (IV).

Las fracciones 9-18 (0,2832 g.) eluidas con hexano-diclorometano 9:1, de la
columna B, se sometieron a cromatografia en columna {C), utilizando como fase
estacionaria 6 g de silica-gel con malla 230-400 y como fase mévil se utilizd hexano,
diclorometano y mezclas de ambos en orden de polaridad creciente.

De la columna C, se obruvierén 40 fracciones de 7 ml. Las fracciones 24-36 elwdas
con hexano se reunieron por ser similares en c.c.f. , una vez reunidas, la fraccién se

-
enturbié al agregarle metanol, luego se separd un aceite color amarillo de un liquido
blanco, el aceite de acuerdo a los resultados obtenidos de RMN "H y comparandolos con

los resultados obtenidos por Salinas (1998) indican que el compuesto es 3,5-Diprenil-p-

hidroxi-cinamato de metilo (V).

Aestilacidn de Is 4-Hideavi-delidralavaing
Se tomardn 25 mg de 4-Hidroxi-dehidrokavaina, los cuales se hicierdn reaccionar a
temperatura ambiente con anhidro acético y piridina, al cabo de 1 hora la reaccién fue

total v se suspendié agregando agua comiente. El exceso de piridina se eliminé lavando

Jucr Marued Fabila Veldzquez 24



MATERIAL Y METODOS

con una solucién de dcido sulfirico al 10%. Una vez que cristalizd el producto, se filtro y
se lavo con metanol y se espero a que cristaitzara NUevamente. 3¢ oLevierOn agujas 1aigas
de color amarilio claro con p.f. de 155-160° C. De acuerdo a los resultados obtenidos de
RMN ‘'H indican que efectivamente el compuesto es la 4-O-acetil-dehidrokavaina

(IfIa).

Ghtencidn del extracta de Piper methysticnmn

El extracto de Piper methrysticen (Kava-kava) preparafdo mediante extraccion con CO2 en
estado supercritico se obtuvo por donacion de la Compania Armadillo Phanmaceuticals
Inc. (PO Box 333, Hakalau, HI 96710 808/963-6774)) (Agradezco a Michael Z. Martin.

Presidente de Armadillo Pharmaceuticals Inc. la donacién del material.

Los puntos de fusion (p.f) se determinaron en un aparato Fisher Johns sin
correccion; los espectros de UV se determinaron en un equipo Shimadzu UV. 160, en
solucién metandlica, Los espectros de RMIN 'H, fuerdn determinados en los
espectrofotémetros analiicos Gemini 200 VARIAN (200 MHz) y  Unity phis 500
VARIAN (500 MHz), en solucién de cloroformo deuterado (CDCI3) con adicién de agua
deuterada (D20), los desplazamientos quimicos (3) estin dados en partes por millon
{ppm) tomando como referencia al tetrametilsilano (TMS). Los espectros de Masas de

impacto electrénico de baja resolucién se realizarén en un equipo Jeol JMS-AXSOSMA.
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ESTUDIO FARMACOLAGICO

avinnaiaon a1t Sa Caspulagdde an coneen da ertidn

Los experimentos se llevaron a cabo en ratones machos adulios cepa CD-1, con pesos
entre 20-30 g. Todos los animales fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de
alimentacidn, temperatura e higiene con ciclos de luz-obscuridad controlados de 12 por
12 horas. La poéible actividad de cuatro tratamientos {(4-Hidroxi-dehidrokavaina,4™-O-
acetil-dehidrokavaina, extracto metandlico de la raiz de B. imtermatia y extracto de 1P
methystioen obtenido con CO2 en estado supercritico) sobre el tiempo de coagulacion, se
evalub siguiendo el micrométodo del capilar (Mandoky, 1983). En la primera serie de
experimentos, cuatro dosis de cada tratamiento, con progresion media logaritmica (3.1,
10, 31 y 100 mg/kg.), se administraron por via intrapentoneal (i.p.) a grupos de seis
ratones por dosis. El tiempo de coagulacién se registro 15 min. después de Ia
administracién de los tratamientos por via intraperitoneal. Con la dosis que produjo el
efecto maximo (100 mg/kg), se realizd una segunda serie de experimentos para
determinar el tempo de coagulacién a los 15 min, 24 y 48 horas después de haber
iniciado cada tratamiento. En ambas seres de experimentos, se utilizaron tres grupos de
ratones que rectbieron de manera independiente, heparina, warfarina (controles positivos)
o una solucién salina con Tween 80-05 al 2 % (grupo control). El procedimiento para
determinar el tiempo de coagulacion fue similar en todos los tratamientos y es el siguiente:

» Se pesardn y etiquetaron los ratones.

» Se formaron grupos de 6 ratones cada uno para los diferentes tratamientos.
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MATERIAL Y METODOS

» Los capilares, para la toma de la muestra sanguinea, se marcaron a partir de uno
ue oy EXUEILIVY, Lol 3 1dYds LAl vel .sa}\,a, a usta hiania Ac 2.5, 0 Y g5 om,

» Minutos después de adminisirados por via i.p. de manecra independiente los
tratamientos, se sumergi6 la cola del ratén durante 25 segundos, en un vaso de
precipitado con agua a temperatura de 40° C, para dilatar la vena y asi poder
facilitar la fluidez de la sangre.

> La cola seca del animal, se coloco sobre una placa de vidrio y con la navaja se
cortd el extremo terminal de esta.

» Inmediatamente el extremo del capilar, se pusc en contacto con la parte
sangrante de la cola, para tomar una muestra de sangre hasta la primera marca
(2.5 cm.), lo cual permitio tomar un volumen constante de 25 pl de sangre.

» Inmediatamente lieno el capilar hasta la marca ya indicada, se activo el
crondmetro, y se colocd el capilar en posicién horizontal sobre el prisma de
madera, de este modo se inicié el giro del prisma de un lado al otro, permitiendo
que el capilar quedara inclinado, formando un éngulo de 60° respecto al plano
honizontal. De esta manera la sangre se mantenia dentro del capilar fluyendo
constantemente por gravedad, de la marca 1 a la marca 3, hasta que coagulard,

deteniéndose el flujo de la sangre, en ecse momento se paraba el cronémetro.

Determinacidn del prreentaje de Amrepacidn Plaguetaria

Muestras de sangre de 10 ml. fueron obtenidas al azar de donadores de Sangre (hombres)

$ol Tovers (PSRN T TP LUk TP NS SNt L I SR S
del Instituto Nacional de Caw divlogia "Ignacio Chavez", La sangre anticoagulada con 600
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Hl citrato de sodio al 3.8% en una porcidn (1:9), fue centrifugada a 2500 revoluciones por
MiNUEo (T.p.M.) QUrante tres MUNUOS, Fi SODIEUadaute C1a sepatado e la saugie (00ah
obteniendo asi el plasma rico en plaquetas (PRP), la pastilla roja se centrifugd a 3000
r.p.m. durante 26 minutos para obtener el plasma pobre en plaguetas (PPP). Este plasma
fue utilizado para calibrar el agregémetro (Lumiagregometro 560-Ca Dual). El PRP, fue
sometido a conteo en un aparato CELL-DYN 300 o COUTLER ST KS, cuando el
numero de plaquetas excedia de 400 000 por yl, el PRP se dilufa con el PPP.

Alicuotas de 400 pl de PRP 6 de la dilucién del PRP con PPP, fueron depositadas
en cada cubeta puesta en el agregémetro. A cada cubeta se le depositd 5 1l de alguno de
los siguientes tratamientos: 1, 10 o 100 uM de HK o de AK disueltos en DMSO. A los
controles se les agregd 5 pl DMS. Inmediatamente después se les agregd 10 dcl.agente
inductor de la agrepacién plaquetana epinefrina, coligena o ADP. Una vez puesta las

cubetas en el agregometro se espera el tiempo que fuera necesario para que la grifica se

estabilice,

La warfarin, heparina, ADP, coligena, epinefrina, dimetilsulféxido (DMSO) v
citrato de sodio se obtuvieron de Sigma Chemical Com., de San Luis Missoun USA. En
todos los casos, el volumen inyectado por via 1.p. alos rutones fue de 0.1 ml. parcada 10
g. de peso corporal. Para la determinacion del porcentaje de agregacion plaquetania, Ja HK

yla AK se disolvierdn en DMSO.
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Andlids Retadiction

e COmMPAraron diferentes grupos Uralatus LUl Ul ILSLIL BEupy L ul, vbsEvanas
si las diferencias son o no significativas, realizando andlisis de varianza de una ruta con la
subsecuente aplicacién de la prueba de Dunnett y Tukey para comparaciones multiples

con un control. El valor de probabilidad limite para establecer significancia estadistica de

las diferencias observadas es de 0.05.
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RESULTADOS

RESULTADOS

METAROLITOS SRCUITDARIOS  AICLADNDS DE  BRONGNIARTIA
INTERMEDIA.

Del extracto metanolico de las ralces de B. imternalia se aislaron cinco compuestos
quimicos pertenecientes a cuatro grupos de metabolitos secundarios: una estirilpirona: 4’
Hidroxidehidrokavaina; dos pterocarpanos: {-)-Maacktan y Neorautanano; un triterpeno:
p-Sitosterol; un derivado de acido cinamico: 3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinamato de metilo, y

un cumestano no identificado (Tabla 1I).

B-Sitosterol (1)

OH

C29H500, cristales blancos, p.f. 135-139° C.

Juan Mavued Fabila Veldzgpeez 30



(-}-Maackian (II)

RESULTADOS

C16H1205, material amorfo.

Datos de RMN'H {200 MHz, CDCl3)
Protén & (ppm) | Multiplicidad | Constante de | Nimero de H
acoplamiento
- I - _J (Hz),

M6 | 347 1 ddd 103y 49 1
H-6p 3.64 t 10.9 1
Héo | 422 dd 108y47 1

Htla | 547 10 d | s 1

_OCkH20 | 591 ood L 52 2 _
H-4 6.42 . d 23 A
H-10 6.44 __ 5 e 1
H7 6.72 s — i
H-2 6.55 o dd - 83y23 1
H-1 7.36 d 8.5 1

Jran Manuel Fabrla Veldzguez
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RESULTADOS

4’.Hidroxi-dehidrokavaina (III)

C14H1204, sélido amanllo, p.f. 265-270° C,

UVA max [MeOH] nm {€): 218 (21472), 283 (6283), 361 (27999).

Datos de RMN'H (500 MHz, CDCI3 + DMSO).

Protén 3 (ppm) | Multiplicidad | Constante de | Nimero de H
acoplamiento

IR B - J (Hz) _
__OMe4 | 384 | s __ | e 3
H-3 548 | ﬁé 2 1
_ . _Hb5 __ 605 od 2 1
__H8 | 65 [ d | __ 16 1
H-AlyHA3 | 682 d_ 8.5 2
R s 4 7.30 | d 16 1
HAOyI-14 | 738 U S 85_ . 2
OH-12 974 s | e 1
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RESULTADOS

4’-O-acetil-dehidrokavaina (I11a)

@)
|
(lCI—b

C16H 1405, agujas largas, color amanillo claro, p.f. 140-150° C.

Datos de RMN'H (200 MHz, CDCl3).

Proton 5 (ppm) | Multiplicidad | Constante de | Niimero de H
acoplamiento
A R SR B X (x50 ) o
| OAcl2 | 231 | s e 3
_OMet¢ | 38 | s 3
Hs 23 d 216 1
M3 1 594 d 23 . 1.
__H7 } 63 | d | 1588 1
H-11 yH-13 7.11 d | 868 2
_H8 | 748 | d | 138 1 1
H-10yH-14 7.5 d 8.66 2
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RESULTADOS

Neorautanano (IV)

C21H200s, cristales blancos, p.f. de 190-195° C.

Datos de RMN'H (200 Miz, CDCL3).

Proton 3 (ppm) | Multiplicidad | Constante de | Numero de H
acoplamiento
N - J (Hz)

ab _ [ 13 O 3
CH3 1.34 PR — 3
CHZ |17 : 67 2
H-1'bencilico|  2.75 t 67 2
Héa | 345 ddd 108, 6.6, 4.4 1
Héax | 36 t 109 i
 Héec | 418 dd 10.6, 4.8 i
T Hla | 546 d 6.6 t
OCH0 [ 588 | d 13 1

591 |7 T7d 1.26 R
_Ht0 63 | s f e !
 H4 | 643 s e 1
_H7 |67l s 1
H-1 7.19 L 1

Juan Maruel Fabila Velizquer 14




RESULTADOS

3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinamato de metilo (V)

OH
N e
x
C-OMe
0O
C20H2603, aceite amanillo
Datos de RMN"H (200 MHz, CDCL3).
Proton & (ppm) | Multiplicidad | Constante de | Namero de H
| acoplamiento
o | J(Hz) .
4CH3 1.77 s | 12
Hiyl” 333 d . 716 4
oab | 377 s 3
H2'y2" 5.30 t | 274 2
H-§ 6.27 d | 1598 1
OH 7.16 s P ! 1
H-7 7.60 d f 16 ! 1

Jruarr Meruel Fabila Veldzqeer
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RESULTADOS

Tabla ]I: Metabolitos secundarios aislados del extracto metanolico de las raices de B

Duvenmedia.
Nombre Punto de | Férmula Estructura Molecular Peso
Fusiéon | molecular Molecula
(pf) r {(pm)
B-Sitosterol | 130-134° C | C29H500 141
(311
{-}-Maackian Cera C1eH1205 284
amorfa HO ‘ 0
0
4 -Hidroxi- | 265-270° C | C1aH1204 244
dehidrokavaina
4-O-acetil- | 140-150° C | C1eH1405 286
dehidrokavaina
Neorautanano | 190-195° C | C21H2005 352
Juan Marsed Fabila Veldzquez 36




RESULTADOS

3,5-Diprenil-p-|  Aceite | C2cH2603 Ot 314
hideavio B e e |
cinamato de amarillo
metilo
T
C-OMe
|
8]
Juan Mol Fabila Veldrquer 37




RESULTADOS

EFECTO DE DOSIS CRECIE ‘TII.'Z DE DIIT.]"]‘.I'TE.’I

g AT pr‘? T T

TEATANIE VTOL SOBRE 5L TIRN I D T ah Rttt

Los efectos de dosis crecientes de  4™-Hidro-dehidrokavaina  (HK), 4'-O-acetil-
dehidrokavaina {AK), de los extractos metandlico de Bromgmatia miermatia y de Piper
methystiren (CO2 supercritico), sobre el tiempo de coagulacion en sangre de raton, se
muestran respectivamente en las Tablas 111 y IV. Observe en la (Grafica 1) que las dosis
crecientes AK y de B, intermadia, no guardan relacién con la intensidad de la respuesta. Sin
embargo, la HK y el extracto de P. mahystiaen incrementan el tiempo de coagulacién a
partir de la dosis de 10 mg/kg, hasta alcanzar el efecto maximo con la dosis de 100
mg/kg. Ademads, se muestra que con excepcion de B. iuernnadia, las dosis de 100 mg/kg.

de cada uno de los tratamientos es la que produce el electo maximo.

Tabla III. Efectos de dosis crecientes de HK y AK sobre el Tiempo de Coagulacién
en sangre de raton.

Tratamientos Tiempo de Coagulacion en seg.
n X dst
Solucién Salina + Tween 80-05al 2% | 6 147 + 69
4'-Hidroxi-dehidrokavaina ) o _
3.1 mg/kg. 6 124 + 70
10 mg/kg. 6, 126 * B __
31 mg/kg, 6| 136 + 53
100 mg/kg, 6 189 + 147
Solucién Salina + Tween 80-05 al 2% | 6 128 o+ 55
4-O-acetil-dehidrikavaina 4 B . .
3.1 mp/kg. |6 119 - 70
10 mg/kg, I Y - I Y
Mmghg 6] 10z
100 mg/kg. 6 229 + 48

+X representa el promedio de 6 sujetos (n) expresado en segundos + ¥ 5u desviacién standaid {ds)
caislada de la ralz de B puernadis. 4 derivado acetilado de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina.
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RESULTADOS

Tabla IV. Efectos de dosis crecientes de B. intermedia y P. methysticum sobre ¢l
Tiempo de Coagulacion en sangre de raton.

Tratamientos Tiempo de Coagulacién en seg. |
n X: ds®

Soluctdn Salina + [ween 80-05 al 2% | 6 138 + 49
Brongniartia intermedia % )
3.1 mg/kg. 6] 133 + 28
10 mg/ke, 6 17+ 155
31 mg/kg. 6 123 + 20
100 mg/kg, . 16 1 t 42
Solucidn Salina +Tween 80-05 al 2% 6 162 + 16
Piper methysticum 4 } ) o
3.1 mg/kg. 6 181 + 148
10 mg/kg, 6 128 + 37
31 mg/kg. 6 144 + 22
100 mg/kg. 6, 274 + 71

X representael promedio de 6sujetos (n) expresado en segundos & su b desviacitn estandard (ds).
cextracte metandlico obtenido de las raices. d extracte obtenide con CO2 en estado supercritico.
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RESULTADOS

Grifica 1. Efectos de dosis crecientes de HK, AK, de los extractos de B. intermedia 'y
Piper methysticum sobre el Tiempo de Coagulacién

—e—HK
-8 —-AK
A  Rintenaia

— - X% - - P natysuiaon

Tiempo de coagulacion (seg)

Gontrol 31 10 31 100
my/lg. mg/lg, mg/lg mg/lg,

Dusis crecientes

Lagrifica 1 muestra bos promedios (n=6) de las dosis crecientes de los tratamietos + su Error estandar.
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RESULTADOS

EFRCTO DE DIFERENTES TRATAMIED TTOS SORRE EL TIEMPO DE
COACIEACIAITRECIRTI AT A TOS 16171 TITAS, 34 Y 42 HORAS

AR I R R AL L T R

Los efectos producidos sobre ¢l tiempo de coagulacién registrado a tos 15 min., 24 v 48
horas posteriores a la administracion por via i. p. de una dosts de 100 mg/kg. de HK, AK y
de los extractos de B. puemadia y P rhysticin, son resurmidos de la Tabla V a la Tabla XV,
y se observan en las Gréficas de la2 al a 5.

En la Tabla V se muesua que la administracién ip. de HK no modifica el iempo de
coagulacién registrado 15 min. después de iniciado el tratamiento. En cambio, 100 U. . de
heparina, lo incrementan de manera significativa. La HK muestra efecto anticoagulante 24
horas después de su administracion (Tabla VI), sin embargo este efecto, ya no se observa en

el registro realizado a las 48 horas (Tabla VII).

Tabla V. Efecto de diferentes tratamientos sobre ¢l Tiempo de Coagulacién en
sangre de raton, a los 15 minutos.

Tratamientos n X dst

P
Solucion Salina + Tween 80-05a2% | 6 147 + 69
Warfarina (31 mg/kg,) 6 18 & 2
Heparina (100 U.L/kg) b6 | 426 + 61%
4’-Hidroxi-dehidrokavaina (100 mg/kg) 1 6 ' 189 + 147

*Xrepresenta el promedio en segundos de 6 sujetos (n)  su * desviacion estandard (ds).
* Seiala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05.
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Tabla V1. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacién en
sangre de raton. a las 24 horas.

RESULTADOS

Tratamientos n 1 Xa dsb
Solucion Salina + T'ween 80-05 al 2% 6 86 * 12
Warfarina (31 mg/kg,) 6 157 t 153
Heparina (100 U.L/kg, 6] 209 o+ 150
4"-Hidroxi-dehidrokavaina (100 mg/kg.) © 6 318 + 146*

*X representa el promedio en segundos de 6 sujetos (n) + su P desviacion estandard (ds).
* Sefiala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05.

Tabla V1L Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacion en
sangre de raton, a las 48 horas.

Tratamientos 'n X ds?
Solucion Salina + Tween 80-05al2% 6 134 * 154
Warfarina (31 mg/kg,) j6 1 218 + 132
Heparina (100 U.L/kg.) L6191 t 44
4"-Hidroxi-dehidrokavaina (100 mg/kg.) 6 247 + 116

+X representa el promedio en segundos de 6 sujetos {n) + su b desviacion estandard (ds).

Joun Marel Falbla Velazguez
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RESULTADOS

Grifica 2. Efectos de la 4-Hidro-dehidrokavaina sobre el Tiempo de Coagulaci()n,
repistrado a los 15 minutos. 24 v 48 horas

w600

3

= 50

3 . I\ 55+ T
§° 300 X _ — -8 — Warfarina
8 A Heparina
v 200

'g —-%-—-HK

a. 100

g

iz 0

15 Minutos 24 Horas 48 Horas

Tiempo de registro

La grafica 2 muestra los promedios de los tratamientos (n=6) + su Error estandar,
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RESULTADOS

En la tabla VIl y en la Grifica 3 se muestra el efecto anticoagulante producide con la

1 N 1At A TIT A, il
du.umu:«;uauuu uc 1oC [T O VL VA NV v e }.;\.pru‘u‘u- Eoe "[CC:C A"C"F"'mqp 74

horas después de haber administrado alguno de los dos tratamientos. En contraste, la
warfarina en el mismo tiempo de regisiro, prolonga el tiempo de coagulacién de manera

significativa Tabla IX.

Tabla VIIL. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacion en
sangre de raton, a los 15 minutos.

Tratamientos n X dsb
Solucion Salina + Tween 80-05al2% | 6 128 E §§ -
Warfarina (31 mg/ke) 6| 120 &£ 45
Hepaina (10UL/kg) 6! 311 & B2
4-O-acetil-dehidrokavaina (100 mg/kg) | 6 | 229 + 48*

1 X representa ¢l promedio en segundos de 6 sujetos (r) + su b desviacion estandard {ds).
* Sefiala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p C.05.

Tabla IX. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacion en
sangre de ratdn, a las 24 horas.

Tratamientos n Xa dst

Solucion Salina + Tween 80-05al2% | 6 148 + 93
Warfarina (31 mg/kg,) 6 3™ £ 2%
Heparina (100 U.L/kg) 6] 169 = 43
4"-O-acetil-dehidrokavaina (100 mg/kg) | 6 | 142 + 54

1 X representa el promedio en segundos de 6 sujetos (n) £ su b desviacion estandard (ds).
* Sefala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p0.05.

La Tabla X muestra que 48 horas después de haber administrado en forma independiente

las sustancias problemas (HK, AK) y las de referencia (heparina, warfarina), no existen

ecto al tiempo de coagulacian obtenido en el grupo control.

. T
difercncias significativas con res
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RESULTADOS

Tabla X. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacion en
sangre de rat6n. a las 48 horas

Tratamientos nl X ds®
Solucion Salina + Tween 80-05al2% |6} 207 * 134
Warfanina (31 mg/kg.) 6] 161 * 50
Heparina (100 U.L/kg) ] 6! 180 + 86
4"-O-acetil-dehidrokavaina (100 mg/kg,) | 6 I 155 * 40

+X representa el promedio en segundos de 6 sujetos (n) + su P desviacidn estandard (ds}.

Grifica 3. Efectos de la 4-O-acetil-dehidrokavaina sobre el Tiempo de Coagulacién,
registrado a los 15 minutos, 24 y 48 horas

’E;b 500

j§ 40 I ——55+T
'a 300 — - — Warfarina
§ 200 A Fepaim
[P

b ~ % - AK

S 100

g

= 0]

15 Minutos 24 Foras 48 Foras

Tiempo de regisuo

Lagrifica 3 muestra los promedios de los tratamienios (n=6) + su Error estandar.




RESULTADOS

La administracién ip. de 100mg/kg del extracto metandlico obtenido de la miz de B.
Simiadis, ne modifios of demnn do coamibiciAn e regiarrns obrenidos a los 15 min.
(Tabla X), 24 horas (Tabla X1I) y 48 horas (Tabla X1} después de dicho tratamiento, el
tiempo de coagulacidn permanecié alrededor de los valores abtenidos en el grupo control.
En conuraste, la administracidn i.p. de 100 U.L de heparina o 31 mg/kg. de warfarina, lo
prolongaron respectivamente a los 15 min. y a las 24 horas (observe las Tablas X1y X1l y la

Grafica 4).

Tabla XI. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacién en
sangre de ratdn, a los 15 minutos.

Tratamientos n Xa dg b
S__q_lucion Sa_lil_'lé_l + Tween 80-05al2% | 6 138 + 49
Warfarina 31 mg/kg) 6| 9 ¥ 35
Heparina (100 U.L/kg,) 6 296 + 113*

Brovgrartia prrermedia < (100 mg/kg ) 6 111 t 42

1 nimera de sujetos. Prepresenta el promedio en segundos X + su desviacidn estandard (ds). ©
extrracto metanclico de las raices.

* Seiiala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05.

Tabla XI1. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacion en
sangre de ratdn, a las 24 horas.

Tratamientos n Xa dst
S_olucion Salin%ﬂv_vgcn ?OE)_S al2% | 6 }52_3 I _
Warfarina 31 mg/kg) 6] 2 & e
I:Ieparina (IOO__U.I./kg.) 6 145 * 20
Brongrtartia intermadia < (100 mg/kg, ) 6 136 * 29

* nimero de sujctos, Prepresenta ol promedio en segundos X+ su desviacién estandard (ds).

extrracto metanolico de las raices.

* Sefiala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05.

Juwt Manuel Fabila Veldzuer,
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RESULTADOS

Tabla XII1. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacién en
sangre de ratdn, a las 48 horas.

Tratamientos n X dsb
Solucion Salina + Tween 80-05al2% | 6 143 9
Warfarina (31 mg/kg) 6 122 £ 18
Heparina (100 U.L/kg) 6 | 191 M
Brompniartia iterndia < (100 mg/kg) 6 128 * 37

1nimero de sujetos. hrcpresenla el promedio en segundm X + sudesviactén estandard (ds). <
extrracto metanolico de las raices.

Grafica 4. Efectos del extracto de Brongniartia intermedia sobre el Tiempo-de
Coagulacion, registrado a los 15 minutos, 24 y 48 horas

5,400

%350 I

2 30 I , ——SS5+T
g 20 8- — Wrfari
g, - - anna
a 20 )
S 10 A  Hepanma
L]

'g 100 —-X - - R itenata
j='

E 50

= 0

15Mmitos 24 Fbras 48 Horas
Tiemmpo de registro

La grifica 4 muestra bos promedios de los tratamientos (n=6} 4 su Error estandar.
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RESULTADOS

A diferencia del extracto metanélico de B. zuemnatia, €l extracto de P. mahystiaen obtenido

—— 1 L
COTI VAL CIE 504U SupTILLIULL,

r JR. A
LG Caniu mlubuaﬁwmn:u (C -{:C: 5) P"mn A~ n]-\cpﬂm an

la Tabla XIV, 15 min. después de la administracion i.p. de 100 mg/kg. de P. mebystiien, se

incrementa el tiempo de coagulacion de manera significativa. De igual manera, 100 UL de

heparina administrada por la misma via. también lo prolonga. Como se observa en los

siguientes tiempos de medicion (Tabla XV y XVI), ambas sustancias pierden su efecto En

contraste, la administracidn ip. de 31 mg/kg. de warfarina incrementa el tiempo de

coagulacién 24 horas después de su administracién (Tabla XV).

Tabla XIV. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacién en

sangre de ratén, a los 15 minutos.

Tratamientos n X dsb
Solucion Salina + Tween 80-05al2% | 6 162 + 16
Warfarina (31 me/kg) 6] M o 0D
Heparina (100 U.L/kg) 6] 417 & g5
Diper methystioon < (100 mg/kg,) 6 275 t 71

*nimero de sujetos. Prepresenta el promedio en segundos (X 1+ su desviacion estandard (ds). ©
extracto obtenido con COZ en estado supercritico.
* Seilala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05.

Tabla XV. Efecto de diferentes tratamientos sobre ¢l Tiempo de Coagulacién en

sangre de rat6n, a las 24 horas.

Piper methystiaon © (100 mg/i{gj

Tratamientos n Xa dst
Solgapn Salina + Tween 80-05 al 2% | 6 1o+ 34
Warfarina (31 mg/kg) 6 291 - 6_7_’5 ]
Hepanna (100 UL /kg) 6 12 ot 5
6 156 + 25

»ndmero de sujetos. brepresenta el promcdxo en segundos (X + su desviacion estandard (ds). <
extracto obtenido con CO?2 en estado supercritico.
* Sefiala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05.

Juar Mol Fabila Veldzquez
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RESULTADOS

Tabla XV1. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulacién en
sangre de raton. a las 48 horas.

Tratamientos n Xa ds®
S_ol_u_cion S;}lma + Tween 80-05 al 2% | 6 165 3
Warfarina (31 mg/kg) 6 1 r 14
Heparina (100 Ul/kg) j61 18+ 18
Piper methystiasn < (100 mg/kg) 6 138 £ 39

*nimero de sujetos. Prepresenta el promedio en segundos (X + su desviacion estandard (ds). € exracio
obtenido con CO2 en estada superenitico.

Grifica 5. Efectos del extracto de Piper methysticim sobre el Tiempo de
Coagulacidn, registrado a los 15 minutos, 24 y 48 horas
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La grifica 5 muestra los promedios de | os tratamientos {n=6} + su Error estandar.
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Tudircids cnn ADE

agregacion plaquetaria.

RESULTADOS

sobre la Agregacidn Plaquetaria inducida con ADP.

Tratamientos

% de Agregacidon Plaquetaria

X

n dsb
DMSO y ADP (control) 6 86 + 2
4*-Hidroxi-dehidrokavaina 7 L o
1 M 6 80 + 17
10 uM 6 66 + 13
100 uM 6 67 £ 13
#-Q-aceril-dehidrokavaina | | S
1M 6 76 + 4
10 \M 6 5 % 14
100 LM 6 71 + 15

*Xrepresenta el promedio en segundos de 6 sujetos {n) t su ® desviacidn estandard (ds).
* Seflala diferencias significativas con respecta al control, en un nivel de significancia p

0.05.

Juon Maud Fabrla Veldzquez

EFECTO DE LA - HIDROYT-DEHTDROTAVATI A V LA €-0-ACETIL-
NEHTNRATAVATT W SARRE 1A AGRRGACTON PEAGTETARIA

Los efectos de las concentraciones crecientes de una dosis de HK y AK sobre el
porcentaje de agregacion plaquetania inducida con ADP en células humanas, se muestran
en la Tabla XV y en la Grifica 6. Observe que las dosis crecientes de ambos tratamientos,
no guardan relacion directa con la intensidad de la respuesta. Sin embargo, la

concentracion 10 pM de ambas sustancias, disminuyen significatimente el porcenaje de

Tabla XVIL. Efecto de la 4-Hidroxi-dehidrokavaina y 4’-O-acetil-dehidrokavaina
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RESULTADOS
Inducida enn Epinefring

La Tabla XVIII y la Grafica 7 muestran que todas las concentraciones probadas de HK y
AK disminuyen de manera significativa, la agregacién plaquetaria, inducida por epinefrina,
Ademas, también muestra que la intensidad del efecto anuagregante, producido por cada una

de las sustancias mencionadas, es directamente proporcional a la dosis administrada.

Tabla XVIIIL, Efecto de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina y 4’-O-acetil-dehidrokavaina
sobre la Agregacidn Plaquetaria inducida con Epinefrina.

Tratamientos % de Agregacion Plaquetaria
n X dsb

DMSQO y Epinefrina 6 76 + 14
(comrol) . e
4-Hidroxi-dehidrokavaina | | = :
1 M 6 55 + 18+
10 uM 6 | 50 ¢ 11+
100 yM 6 S 1
POaceldehidrokavaina | |
1M 6 46 + 7*
10 pM 6 50 + 6*
100 uM 6 26 + 16*

X representa el promedio en segundos de 6 sujetos (n) + su b desviacién estandard {ds).

* Seifala difcrencias significativas con respecto al contrnl, en un nivel de significancia p
0.05.
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RESULTADOS

Inducids enn Calépens

Cuando la agregacion plaquetania es inducida por coldgena, la HK como tampoco la AK,
modifican significativamente los valores de agregacion plaquetania, con respecto a los

obtenidos en el grupo control (Tabla XIX y Grifica 8).

Tabla XIX. Efecto de la 4-Hidroxi-dehidrokavaina y 4'-O-acetil-dehidrokavaina
sobre la Agregacion Plaquetaria inducida con Colagena.

Tratamientos % de Agregacidn Plaquetaria

n X3 dsb

DMSO y Colagena 6 76 + 15

(control) -

4-Hidroxi-dehidrokavaina : )

1M 6 91 + 5

10 uM 6 70 t 33

100 uM 6 39 + 27

4-O-acetil-dehidrokavaina N o

i 6 87 + 23

10 M 6 84 + 13

100 uM 6 70 + 24

1X representa el promedio en segundns de 6 sujetos (n) 4 su* desviacion estandard

(ds)-
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RESULTADOS

Grifica 6. Efecto de 1a 4-Hidroxi-dehidrokavaina y 4°-O-acetil-dehidrokavaina
sobre la Agregacién Plaguetaria inducida con ADP
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La grafica 6 muestra el promedio en segundos de 6 sujetos {n) + desviacion estandar,

Grifica 7. Efecto de la 4’-Hidroxi-dehidrokavaina y 4-O-acetil-dehidrokavaina
sobre la Agregacion Plaquetaria inducida con Epinefrina
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La grifica 7 muestra el promedio en segundos de 6 sujetos {n} + desviacién estandar.
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RESULTADOS

Grifica 8. Efecto de la 4’-Hidroxi-dehidrokavaina y 4’-O-acetil -dehidrokavaina
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La grifica 8 muestra el promedio en segundos de 6 sujetes (n) + desviacidn estandar.

Juan Marwel Fabila Veldzquez 54




DISCUSION
DISCTIEIGNT

En este estudio, del extracto metandlico de las raices de Brongruantia puermatia se aislaron
seis metabolitos secundarios: B-Sitosterol; (-)-Maackian; Neorautanano; 3,5-Diprenil-p-
hidroxi-cinamato de metilo; 4"-Hidroxi-dehidrokavaina (HK) y un cumestano no
identificado. debido a que su punto de fusién es mayor a 300° C, lo cual impidié la
realizacién de pruebas espectroscopicas. La estinilpirona HK, ha sido aislada con
anterioridad de B. podidyroides (Reyes, 1994) y de B. intermedia ‘Salinas, 1998). Es
interesante sefialar que este metabolito es tipico de familias primitivas como Lauriceas y
Piperaceas (Hipolito et af, 1997; Smuth, 1993; Talapatra et 4, 1982 y Kaloga et al, 1983),
siendo rara su presencia en Leguminosas y Asteraceas. La acetilacién de la HK se obtuvo
mediante reacciéon quimica y sus espectros de U. V. y RMN'H fueron similares a los

reportados por Salinas (1998), Hipolito et af (1997) y Romo et & (1971).

La evaluacion farmacoldgica indica que tanto la 4-O-actil-dehidrokavaina (AK),
como el extracto de Piper nuthysticen {CO2 supercnitico), prolongan el tiempo de
coagulacién registrado 15 minutos después de haber administrado los tratamientos (100
mg/kg. por via intraperitonal) de manera independiente. En cambio, ninguno de los
tratamientos modificaron el tiempo de coagulacién registrado a las 24 y 48 horas. Estos
resultados, son similares a los obtenidos con heparina, administrada por la misma via y
hacen pensar en la posibilidad de que los tratamientos pudieran compartir el principal
mecanismo de accién conocido para esta sustancia, es decir la activacidn de la

antitromhina 1T (Page et al. 2001). Sin embargo, la dnica prueba realizada en el ratén
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integro, en la presente tesis, no permitié distinguir el sitio o los sitios de accién. Por otra
parte, los estudios realizados con plaquetas humanas, indican acciones de la AK sobre
estas células y por ende su innegable participacidn en el efecto anticoagulante, pero de
ninguna manera descartan una posible acuvidad sobre la enzima antitrombina 1II. En
contraste, la actividad anticoagulante de la HK, se observa 24 horas después de haberse
administrado el tratamiento, lo cual concuerda con lo observado para warfarina. Desde el
punto de vista estructural, las estirilpironas, al igual que la warfarina, poseen una anillo a-
lactona, por lo cual se esperaria un efecto anticoagulante producido por un mecanismo
similar al propuesto para la warfarina, es decir que inhibieran los factores-de la
coagulacion dependientes de la vitamina K (Stryer, 1993). Sin embargo, no se entiende
por que la AK y el extracto de P mahysticen, no modifican el tiempo de coagulacion a los
15 min. Con relacion a esto tltimo, es probable que la alta polaridad de HK debido a la
presencia del grupo hidroxilo, retarde su absorcidn y en consecueacia no se observa
efecto anticoagulante debido a que en los primeros 15 minutos no se alcanzan
concentraciones efectivas. De todas maneras la presencia del anilo a-lactona en la AK,
no es suficiente para conferirle actividad anticoagulante por un mecanismo de accién
similar al de la warfarina. Ademds, otros mecanismos parecen estar involucrados, como lo
demuestran los resultados de agregacién plaquetaria, en donde la HK, al igual que la AK
son activas. En resumen, los resultados sugieren que la actividad de la HK y del extracto

de P. methysticen: no es a consecuencia de la desaparicion de los factores de coagulacién y-

carboxilados (Page et af, 2001). Sin embargo, en el caso de la HK, la actividad
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anticoagulante podria estar kigada al anillo a-lactona, ya que su efecto se observa en el

mismo tiempo que el efecto producido por la warfarina.

En lo que se refiera a la agregacion plaquetarta, los resultados muestran que tanto
la HK como la AK, inhiben la agregacion plaquetana inducida con epinefrina y con ADP,

y no la modifican cuando esta es inducida por coligena.

Respecto a la actividad antiagregante de la AK, hablamos posiblemente de un
mecanismo de accion similar al del dcido acetilsalicilico (Harvey et &, 1968), esto puede
deberse a la semejanza estructural que existe entre ambos {grupo acetilo), lo que nos hace
pensa;r que la AK esta inhibiendo la ciclooxigenasa de forma similar a la aspinina. Para el
caso de la HK, posiblemente presenta un mecanismo de accion dependiente de este grupo
estructural siendo otro u otros los grupos de la molécula los que interaccionen para llevar

acabo la inhibicién de la agregacién plaquetaria.
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COPCLTISTIONTES

» Se aislron seis compuestos, de los cuales dnicamente se identificaron cinco: B-

Sitosterol; (-)-Maackian; Neorautanano; 3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinimato de metilo, y
especialmente la 4"-Hidroxi-dehidrokavaina, de este ultimo compuesto se hizo la

acetilacion, obteniendo la 4-O-acetil-dehidrokavama.

» La 4"-Hidroxi-dehidrokavaina a dosis de 100 mg/kg, Causa un efecto anticoagulante

notorio registrado 15 minutos después de administrado el tratamiento.

» La 4-O-acetil-dehidrokavaina y el extracto de Piper mahysticon a la misma dosis, causan
un efecto anticoagulante notorio que se expresa a las 24 horas posteriores a la

administracion de manera independiente de los tratamientos.

» El extracto metandlico de las raices de Bromgmartia suevmatia, no posee actividad

anticoagulante, en ninguno de los 3 tiempos registrados.

» LaHKyla AK a dosis 100 pM, poseen actividad antiagregante plaquetaria cuando es

inducida con Epinefrina o ADP, y no poseen actividad cundo es inducida con

Colagena.
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