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RESUMEN 

RE5UMEP 

El género B>V11f!!1ia>tia (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, ácaros, parásitos de la piel y como 

venenos para pescar. 

B>V11f!!1ia>tia imemuriia es un arbusto endémico de México. Del extracto metanólico 

de las ralees, se aislaron cinco compuestos, entre eUos la estirilpirona 4'-Hidroxi

dehidrokavaina (HK), la cual esta estructuralmente relacionada con la estirilpirona (+)

Kavaina presente en Piper nJ1hystia01l (piperaceae), de la cual se reporta actividad 

antitrombotica (Gleitz, 1997). En el presente trabajo se estudió la actividad anticoagulante 

. en sangre total de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina, de su derivado 4'-O-acetil·dehidrokavaina 

(AK), de los extractos metanólico de las raíces de B. intemJe:lid y de P. mf1hysticwn (rol 

supercritico). También se evaluó la actividad antiagregante plaquetaria (inducida con 

epinefrina, ADP y colágena) de la HK y de su derivado AK. Tanto la AK, cama el 

extracto de P. methysticum (lOO mglkg.), presentaron actividad anticoagulante significativa 

15 minutos después de administrar el tratamiento; a la misma dosis HK exhibió el mismo 

efecto después de 24 horas. La HK y la AK (100 f.lM) tuvieron un efecto antiagregante 

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 extracto de P. meh)'stio01l, y que la acción 

antitrombotica puede estar relacionada con la inhibición de ciclooxigenasa. 

Juan Manuel FabiJa Velázquez 1 



INTRODUCCIÓN 

El proceso de la coagulación sanguínea es W1 fenómeno dinámico y complejo. La fluidez, 

yen cienas situaciones la coagulación, se mantienen por la participación de numerosos 

factores que son activados o inactivados en respuesta a diversos estímulos. En la práctica 

médica, la manipulación farmacológica de este proceso, ha contribuido en la prevención y 

tratamiento de enfermedades vasculares (Aronow, 1999) y tromboembólicas (Homma et 

al, 1999). La warfarina, heparina, ácido acetilsalicilico y estreptocinasa son los fármacos de 

origen natural que por su actividad anucoagulante, Jntitrombótica o fibrinolítica, 

respectivamente, representan hasta el momento, los medicamentos más empleados para 

los trastornos de coagulación sanguínea. Sin embargo, cuando se establece el índice 

terapéutico, siendo el efecto benéfico la actividad anticoagulante y el efecto adverso la 

hemorragia, estas sustancias tienen W1 estrecho margen de seguridad. Aunado a lo 

anterior, el inadecuado manejo clínico ha incrementado la incidencia de efectos tóxicos 

(BIJalt el al, 2000) y desafortlliladarnente ha cuestionado el uso de estos medicamentos en 

enfermedades donde la eficacia ha sido plenamente demostrada. La necesidad de contar 

en la clínica con fármacos seguros, motiva a la búsqueda de prillcipios activos con 

mejores propiedades ya sean farmacocinéticas y/o farmacodinámicas. En este sentido, la 

investigación básica y aplicada tiene en la naturaleza, particularmente en las plantas 

superiores, una imponante fuente de sustancias potencialmente más efectivas. 

Esta tesis es W1 estudio preclinico en el que se evalúa la actividad de la 4'-Hidroxi-

dehidrokavaina (!-IK) y de su derivado 4'·O-acetil-dehidrokavaina (AK), sobre el tiempo 

• •. , "" 1. I . , I I ., l. .. _ ro It de coagulaclOn sangwnea oel raton y la laza ue agregaoull UC play'uela~ IIWllalla~. c.n elJa 

Juan M(tJ1l1el Fabild VeIá7.qt«:Z 2 



INTRODUCCIÓN 

se describen los efectos producidos con diferentes dosis de HK o de AK, y se establecen 

¡as comparaciones pertinentes con iarmacos oe reconocicio cÍecto amicuaguiamt: 

(heparina y warfarina). Debido a la similitud estructural de la HK aislada de Brcn¡;niartia 

intermtdia (Leguminosae), con la (+ )·Kavaina aislada de Pi¡:er ml1hyst:'am (piperaceae), en la 

presente investigación se estudió la actividad anticoagulante a diferentes dosis del extracto 

metanólico de las raíces de B. in/el1na:iia Y del extracto de P. ml1hystulIm obtenido con C02 

en estado supercrítico. Además, se analizó la actividad anticoagulante de HK, AK Y de los 

extractos antes mencionados a los 15 minutos, 24 y 48 horas posteriores a su 

administración. 

El estudio de la actividad antiagregante plaquetaria con diferentes concentraciones 

de HK y AK se evaluó utilizando Epinefrina, ADP y Colágena como agentes inductores 

de la agregación plaquetaria. Se considera que el presente trabajo aporta evidencias 

científicas para continuar la investigación sistemática de las estirilpironas como posibles 

medicamentos antitromboticos. 

JUdTI Manuel Fabila VeLh1"e'Z 3 



ANTECEDENTES 

La hemostasis es la detención espontánea del sangrado proveniente de un vaso sangtúneo 

dañado. Este proceso se inicia con una lesion vascular e inmediatamente ocurre una 

constricción para disminuir el flujo distal de la sangre a la herida. Simultáneamente, las 

plaquetas se unen a la colágena de la pared vascular lesionada y son activadas por la 

protombina, sustancia formada por la cascada de coagulación o por ADP liberado de 

otras plaquetas activadas. El cambio de la morfología plaqueta.ia, y la presencia de 

fibrinógeno, desencadenan la agregación y formación del tapón plaquetario. A este 

fenómeno hemostático que aparece tempranamente, se le llama hemostasis primaria y 

depende exclusivamente de la capacidad funcional de las plaquetas (Onen, 1990). 

Las plaquetas son estimuladas por diversas sustancias endógenas (trombina, 

colágena, ADP, adrenalina, serotonina, vasopresina) y exógenas (cationes divalentes, 

ésteres del forbol) y responden con cambios de forma, agregación de tres diferentes 

procesos secretorios y liberación de ácido araquidónico el cual es rápidamente convenido 

a prostaglandinas, tromboxanos y lipoxigenasa. La superficie plaquetaria contiene un gran 

número de receptores los cúales ligan específicamente agonistas que estirntdm la 

respuesta plaquetaria fisiólogica ejemplos ADP, adrenalina, colagena, trombina, 

vasopresina, serotonina, factor activador plaquetrario. Otros receptores median la 

activación (pGE, PGD2 OGl) o inhibición (ADP y adrenalina de adenilato cidasa) en 

plaquetas (Houssay, 1999). El incremento del AMPc causa fuerte inhibición de la 

• • I I . l ' '1 . I ( r' ., 
aCtlVaClOn plaquclana y pnX.lUl:UUIl ue elL"U~a.lIUlUe~ \VeI H~Ula J.). 
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ANTECEDENTES 

I Epinefrina I Tromboxano A2 I Colágena 11 Scrotonina 11 Aor I 
Proslaglandinas 

RECEPTORES 

lAMPe I I IP] I I DAG 

(-) 

"1 C,H 1. 1 PKC 

Cambio de fomm 
~EXPos;,;ón del ,,,eplor GPllblllla --1 ribrinógeno I Secreción de gránulos densos 

Secreción de gránulos alfa 
TA2 Liberación de Ácido araquidónico 

Agregación Plaquetaria 

Figura L Representación esquemática de la agregación plaquetaria producida por 
varios agonistas. 

Juan Manuel Fabi1a Veláz'iu"" 5 



ANrECEDENTES 

en esta etapa ocurre ia ronnación ue lUla lIlaiia uC' íilHilli.l U <.:uágulu tlue dlli.lpil dl i.d~1l 

de plaquetas (trombo blanco) y/o al tapón de eritrocitos (trombo rojo) dándole una 

mayor estabilidad al coágulo. Este proceso también incluye la disolución parcial o 

completa del coágulo ya formado (Murray et al, 1994). 

La formación de fibrina se origina de reacciones proteolíticas en cascada, en 

respuesta a una pared vascular anonnal (vía intrínseca) y/o en respuesta a una lesión 

tisular (vía extrínseca). En la vía intrínseca participan los factores (XII, XI, IX, VIII, 

precalicreína y cininógeno de alto peso molecular) y en la vía extrínseca el factor VII. 

Ambas vías coinciden, en la activación del factor X (Stuart-Prower) que catatiza la 

conversión de protombina a trombina en presencia del ion eH +, dd factor lábil 

(proace1erina) y de fosfolipidos, la cual induce la conversi6n del fibl'inógeno a monomero 

de fibrina, que polímeriza en presencia del factor XII activado (estabilizador de la 

fibribrina) para formar el coágulo (Voet et al, 1992). En lo Tabla I se da la Nomenclatura 

Internacional de los Factores de la Coagulación Sanguínea, y la figura 2 resume las vías de 

coagulación (Stryer, 1993). 

6 



ANTECEDENTES 

Tabla 1. Nomenclatura Internacional de los Factores de la Coagulación Sangtúnea. 

~~or __ + _____ l'<omore _ 
, 

~lnonlmo 

--A---r ;~~:!tt:~-- .. .. 

. -----~ -
III-··Tr~mboplagiJ1a~-=- . -- --- T r9!.I1b.oquin;¡sa . .. -
IV Calcio ------

. Proacelerina 
---_._-- - . 

. Factor lábil,g¡oblJ~la;;ce¡cradora (Ac~G) . V _ .. __ •. -
. Igual q~ed factor V [este . . . 

VI 
ténnino se utiliza 

--_ .. - .general<:,,!,enteL _. 
racto~ estabie, acelerador de Li co~versió~ VII Proconvertina 

------_._-. 
Glo¡;;U¡~awtihe~ofilica 

~ela Protofilbina del s~ero (SPCA) 
VIII Factor antihemolitico A 

IX~ 
(AHG) ____ . __ . _. 

Factor chri;;';,¡¡, fact-;'r mÚhe;';ól;;¡co B Componente de la 
tromboplatina del plasma 
~T9 . 

X Factor Stuart·Prower ~U!()pro~~b~n-; .c_ . 
XI Antecedente de ¡;-... -

Facar antiitcmofilico e 
tromboplastina del pasma 
~TA) 

XII Factor Hag~!"an _____ factor conta<:t.o, factor cristal @as, factor) 
XIII Factor estabilizador de la Fibrinas., factor Laki·Lorand 

fibrina 
-

Precalicreína Factor de Fletch';;:- - __ o 

- _. 

Cinonógeno Factor de F~t~geraÍd. 
de alto peso Williams·Flaujeac 
moleculat 
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agena 

Plaquetas 

Factor XIla / 

Factor XI ~ Factor Xla 

Factor IX 

Ca.. /~-----, 
/' I Factor IXa 

Factor X 
Factor VIII 
Fosfolípidos 

Protombina 

Factor VII 

~_4 -
T romboplastina 
tisular 

/ Factor Vlla 
Factor X 
FosfoUpidos 
Ca .. 

Factor Xa 
Factor V 
Protombina 
Fosfolípidos 
Ca++ 

~ Trombina 

Fibrinógeno ~ Mo Fibrina --+ 
Factor XIII ---.Factor XIIla 

i Trombina 
Ca_ 

Polímero inest~ ble 

1 
Polimero estal,le 

Figura 2. Diagrama de la cascada de la Coagulación Sanguínea. Hemostasis secundaria (Orten, 1990). 
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ANTECEDENTES 

FAftMACO!l AHnG()MiUT.AN1T~ 

fff:¡;;nn; 

La heparina es un glicosaminoglicano constituido por cadenas de restos alternantes de D

glucosamina y un ácido urónico. La heparina standar es una preparación heterogénea con 

pesos moleculares que oscilan desde 5,000 a 30,000 kD, siendo las especies con pesos 

moleculares más bajos las más activas contra el factor Xa que contra la trombina 

(Newsholme et al, 1990). 

La heparina ejerce principalmente su efecto anticoagulante por medio de la unión 

A TIll, alterando considerablemente por ello la conformación de la ATlII y acelerando su 

inhibición por la trombina, el factor Xa y el IXa. La A TlII es una a-globulina que inhibe 

las serinas proteasas, que incluyen varios factores de la coagulación, mediante la unión en 

proporción 1:1 al resto de serina situado en el centro de reacción de los factores 

coagulantes, lo que lleva a la inactivación de esos factores. La heparina participa en esas 

reacciones como agente catalítico, catalizando la inactivación de la trombina por la A TIlI, 

actuando como molde al cual se unen la A TIIl Y la trombina para formar un complejo 

temario (page et al, 2001). 

La heparina se absorbe poco tras la administración oral, y por ello es adnúnistrada 

por vía subcutánea o por vía intravenosa, en este caso se administra en fOfila de dosis 

única de carga para lograr una anticoagulación rápida y mantenerse después con una 

infusión continua. La heparina se fija a varias proteínas plasmáticas, 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. 

JUAn M"n"d Fabitz Ve/áZIJURZ 9 



ANTECEDENTES 

consecuencia de la desaparición de los factores de la coagulación y-carboxilados (page et 

Se absorbe por vía oral y tiene una bidisponibildad excelente. Se une a las proteínas 

plasmáticas y se acumula en e! hígado. 

La warfarina es eficaz para: 

Jo> La proftlaxis y e! tratamiento de! tromboembolismo venoso. 

Jo> La proftlaxis de ictus trombóticos o embóücos y de la recurrencia de infarto en 

pacientes con infarto agudo de miocardio. 

Juan Manud Fabila VeLizquez 11 



ANfECEDENTES 

FAI\MArn'3AHTrPf.AQTJETAl\rO'3 

Hay muchos activadores hSlOlóglcos de las plaquetas, entre ellos trornmna, aUl'lJu:'JlII 

difosfato (ADP), epinefrina, colágena, ácido araquidónico y tromboxano Al, los cuales 

promueven la agregación plaquetaria. Hay también inhibidores fisiológicos de las 

plaquetas como la prostaciclina y el óxido nítrico (www.lafacu.com). 

Ádrln ;r.r.tib:lidlir.r¡ 

Este bloquea la síntesis de tromboxano A2 procedente del ácido araquidónico en las 

plaquetas mediante la inhibición por acetilación irreversible de la ciclooxigenasa, una 

enzima clave en la síntesis de prostaglandinas. El ácido acetilsalicilico bloquea también la 

síntesis del inhibidor de plaquetas prostaciclina en células endoteliales. Sin embargo este 

efecto es efímero comparado con el que ejerce sobre la síntesis de tromboxano A2 en las 

plaquetas, porque las células endoteliales pueden resintetizar la ciclooxigenasa 

(Newsholme et al, 1990). 

El ácido acetilsalicílico se absorbe con rapidez desde el tracto gastrointestinal, es 

hidrolizado en parte a salicilato en su primer paso a través del hígado y se distribuye 

intensamente en la mayoría de los tejidos corporales. 

Trdll¡¡irlin; 

Interfiere con la unión del fibrinógeno, inducido por el ADP, a los receptores de la 

membrana plaquetaria. La adhesión y la agregación plaquetarias son por tanto inhibidas, y 

los efectos inhibitoríos sobre la agregación plaquetaria son irreversibles. 

Juan Manuel FabilA veUzquez 12 



ANTECEDENTES 

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

nlpiri'¡~mlll 

P0r sí solo no llega a inhibir la agregación plaquetaria, pero cuando se emplea unido al 

tratamiento con warfarina, se ha descrito que prolonga la supervivencia de las plaquetas 

en pacientes con enfennedad cardíaca valvular y que ffi<U1tiene los recuentos de plaquC'tas 

en los pacientes sometidos a cirugía abiena (page el ti, 2001). 

Juan Manud Fabila veUzq/lez 13 
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ANfECEDENTES 

El género Brongniartia pertenece a la familia Leguminosae, sub familia Papilionoidae, tribu 

Brongnianiaej este género comprende aproximadamente 65 especies, casi en su mayoría 

endémicas de México, ya que sólo una especie se eXliende hasla Texas (Sousa el al, 1993 

cilado por Reyes, 1994). 

ESla especie se localiza en regiones de clima cálido·seco. En el Valle de México se 

encuentra entre 2300 y 2600 m de a1litud, en sitios con paslizal y matorral, de Tepeapulco 

a Villa Nicolas Romero, Chalco, Cuajimalpa, Texcoco y Xochimilco. Fuera del Valle se 

extiende de San Luis Potosí a Jalisco y Oaxaca (Rzedowski et al, 1979). 

Brongniartia i:rzterrnali:t Moric. Es una planta arbustiva de 50 cm. a 2,5 m. de altura; 

con tallo pubescente; csúpuJas ovalado-lanceoladas, pubescemes; hojas conamente 

pecioladas, de 10 a 20 cm. de largo, de 11 a 37 folíolos opuestos, o!:Jlongos u ovales, de 12 

a 25 mm. de largo por 6a 10 mm. de ancho, ápice redondeado y mucronado, base 

redondeada, densamente sedoso·pubescentés cuando jóvenes, volviéndose glabros con la 

edad; flores de 1,5 a 2 cm. de largo; bracteolas foliáceas, pubescentes, tempranamente 

deciduas; cáliz pubescente; corola roja o morada; legumbre anchamente oblonga, de 4,5 a 

7,5 cm. de largo por 2 cm. de ancho, las valvas coriáceas, lisas y glabras, de ápice 

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

opcip). 
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ANTECEDENTES 

Elnlll;IlI~r.if.l¡ 

Reyes et al, 1994) 

);;. Como remedio para las parasitosis dénnicas causadas por insectos y ácaros. 

l> Como veneno para pescar (barbasco) y 

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

"hierba de la víbora" (Martinez, 1987). 

QlIimif.l¡ 

Corona en 1993 del extracto hexanico de las hojas de B. &uennaiid aisló ~-Sitosterol, 

Estigmasterol, T araxasterol, Lupeol y pinitol, mientras que de las raices obtuvo: 

Neorautanano, EdwlOl, 3,S-Diprenil-p-hidroxi-cinarnáto de metilo, 3-Prenil-4-0,S-(2',2'

dimetil-pirano)-cinamato de metilo, Brongniol y Brongtimedol. 

Años más tarde Salinas en 1998 aisló de las raíces de B. intennalia los siguientes 

compuestos: 4'-Hidroxi-dehidrokavaina, 3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinamato de metilo. 

Estigmasterol y P-Sitosterol. El primero de eUos se aisló con anteriormente de las raíces 

de B. ¡xxIa1yrUxIes (Reyes, 1994) 
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ANfECEDENTES 

al orden Piperales. Dicha familia incluye 5 géneros y más de 2000 especies de plantas que 

crecen a lo largo de los trópicos, 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 Pacífico (Melanesia, 

Micronesia y Polinesia), esta planta crece a altimdes que van de los 150 a los 3000 

m.s.n.m. La propagación de P. nrthystiaon es exclusivamente vegetativa. La pr:ullera 

descripción detallada del kava, normalmente se le acredita a Johann Georg Forster, 

botánico en el segundo viaje del Capitán Jantes Cook's (1772-1775). 

Existen variedades diferentes de la planta del kava, clasificadas por las poblaciones 

indígenas, basadas principalmente en las características morfológicas. Se usan variedades 

distintas con propósitos distintos dentro de la cultura. Por ejemplo, una variedad rara se 

usa exclusivamente para propósitos ceremoniales, considerando que una variedad común 

tendría los usos más informales (Duffield etal, 1989). 

El principal uso del kava es ceremonial, aunque también juega un papel medicinal 

importante en muchas culturas indígenas. Algunas de las afecciones tratadas con el k",,-

incluyen gonorrea, problemas menstmales, problemas de lactación, dolor de cabeza, 

debilidad general, reuma, mberculosis, lepra, insomnio, asma, ciertas condiciones de la piel 

y migraña. 
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ANTECEDENTES 

QlIimir.; 

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 laClonas de las cuales 9 se han 

identificado totalmente. De las cuales 6 se encuentran en concentración más alta en la 

rallo: metisticina, yangonina, dihidrometisticina, kavaina, dihidrokavaina y desmetoxy· 

yangonina (Smith, 1983 Y Smith eral, 1984). 

Me 

R 

R 

Kavapironas R R' jes __ e6 e7 e8 
-"~-- ------ - ------

Dihidrokavaina H H 
- - --- _. --

Kavaina H H I 
i5esmeroxi1y~gonina 

- -
H H 

T etrahidroyangonln~~ 
. -- . - - -

OMe H 
.. - ._- - - ._-

Yangonina OMe H --- - -_. 
Dihidrometisticina OQ--I,() 

---~- -- ----
I 

-
I 

- - -
Metisticina OQ--I,O 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

rLAh11EAMTEPTO nEL rm:mr.EMA 

La warfarina utilizada actualmente en seres hwnanos como medicamento anticoagulante, 

es un derivado de las cumarinas, sustancias comúnmente encontradas en la naturaleza 

(fwpie, 1993). A este grupo de sustancias pertenece la bishidroxicumarina, cuya presencia 

en el trébol dulce ocasionó por los años 20's en Dakota y Canadá, la muerte de ganado 

bovino debido a una enfertnedad hemorrágica por deficiencia de protombina plasmática 

(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.a.pirona, (+)·5,6· 

dehidrokavaina y (+)·dihidro·5,6·dehidrokavaina aisladas de Alpina sprnosa 

(Zingiberaceae) procedente de China y de la (+).Kavain aislada de Piper mebptimn 

(Piperaceae) procedente de Melanesia, Micronesia y Polinesia, islas tropicales del Pacífico. 

Estas estirilpironas, también llamadas Kavalactonas, muestran inhibición de la agregación 

plaquetaria inducida por ácido araquidónico (f eng et al, '.990 Y Gle;tz et al, 1997). 

Por otra parte, de ooa especie nativa de México reconocida como B~ 

intemudia (Leguminosae), se identificó la 4'·Hidroxi·dehidrokavaina (I-IK). Debido a la 

analogía estructural de esta sustancia, con las estiti.lpironas antes mencionadas, fue 

estudiado el efecto de la HK sobre el tiempo de coagulación de la sangre total (Salinas, 

1998). Sin embargo, a pesar de haberse encontrado actividad anticoagulante, no se 

estableció la intensidad del efecto, como tampoco se estudió la actividad antitrombótica 

referida para algunas estirilpironas. Por tal motivo, la presente investigación busca 

establecer la eficacia anticoaguiante de ia I-íK y ei eÍecto sobre la agregacióu playue(aria 
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PLANfEAMIENTO DEL PROBLEMA 

inducida por diferentes sustancias. Aun más, también trata de establecer si el derivado 4'-

inJermeiiA y de un extracto de P. m1hystiam obtenido con COz en estado supercntico, 

comparten el efecto ancicoagulante. Si bien es cierto que la presente investigación es un 

estudio aún incipiente, también es cierto que identificar sustancias nuevas, con ventajas 

sobre las ya conocidas en cuanto a eficacia, características famlacocinéticas, margen de 

seguridad, patrón de efectos colaterales, etc., es suficiente motivo per se para iniciar la 

búsqueda y valoración fannacológica de sustancias potencialmente útiles en el trata.tlliento 

de las enfermedades tromboembóücas. 
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HIPÓTESIS 

r=nfl;TE'''f'' ."jJ J~ '*'~ ... 

~ Si la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina y la 4'-O-acetil-dehidrokavaina, presentan actividad 

antiagregante plaquetaria, entonces es probable que retarden el tiempo de coagulación 

del ratón. 

~ Como la (+)-Kavaina presente en Piper m:!hystimm nene actividad antiagregante 

plaquetaria, entonces es probable que el análogo estructural4'-Hidroxi-dehidrokavaina 

presente dicha actividad. 

~ Como la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina se encuentra en la raíz dé Bnngliartia ¡'11e>miIlia, 

entonces es probable que el extracto metanólico de esa pane de la planta, también 

presente actividad antiagregante plaquetaria. 

l> Si el efecto antiagregante plaquetario de la estirilpirona radicara en el anillo a-lactona, 

entonces la acetilación del grupo hidroxilo de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina no 

modificará la intensidad de la actividad antiagregante observada con la molécula 

original. 
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OBJETIVOS 

» E valuar la actividad de diferentes tratamientos sobre e! tiempo de coagulación de la 

sangre total del ratón y la agregación plaquetaria en células hwnanas. 

» Realizar e! aislamiento e identificación de metabolitos secundarios, en especial de la 

estirilpirona presente en Brang¡tiartia intern18lia. 

» Preparar e! derivado acetilado de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina. 

» Establecer si la administración parenteral de la 4' -J-lidroxi-dehidrokavaina y de su 

derivado 4'-O-acetil-dehidrokavaina, modifican e! tiempo de coagulación in Uro de! 

, 
raton. 

» Establecer si la administración parenteral de! extracto metanóuco de las raíces de B. 

intern18lia Y e! extracto de P. nnhysticum obterIido con C02 es estado supercntico, 

modifican el tiempo de coagulación inviw del ratón. 

» Establecer si la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina y su derivado 4'-O-acetil-dehidrokavaina, 

modifican el porcentaje de agregación plaquetaria inducida por: ADP, Epinefrina y 

Colágena. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Mil Tr:.IUIIL Y MÉTODOS 

r:::nmTO QUfMT(;O 

Brol1f!1ziartia intermaIia fue colectada en el Cerro Tetzcutzingo ubicado en Texcoco, Estado 

de México. Sus raíces se dejaron secar al aire libre y a la sombra, luego fueron conadas en 

trozos pequeños y se colocaron en metanol por una semana a temperatura ambiente, 

posteriormente el extracto se concentró en un rotavapor, eliminando el disolvente. 

r~=dn mr.l=nñlir.Il./dd~mk,ntn r. irlr.ntifi~dñn rl .. mr.t=l;lllitll~ ~r.r.nntf~rin~ rlr. n. 
inll!rnlf!'¡itt 

El sólido del extracto metanólico de las raíces de B. intermaIia (21.82 g) fue lavado con 

acetato de etilo. La pane soluble en este disolvente se filtró y se concentró en un 

rotavapor obteniéndose 9.14 g. Este material fue sometió a cromatografia en colW1ma 

(A), utilizando como fase estacionaria 200 g. de silica-gel de malla 70-230 y como fase 

móvil diclorometano, acetona y mezcla de estos disolventes en orden de polaridad 

creciente, así como acetato de etilo y metanol. 

De la colunma A, se obtuvieron 381 fracciones, las pomeras 304 fueron de 125 mI. 

y las restantes de 250 mi. Las fracciones 17-24 ehúdas con diclorometano se rf\mierón 

por ser similares en cromatografia de capa fina (c.c.f.) dichas fracciones ocurrió la 

formación espontánea de cristales, los cuales se filtraron al vació y se lavaron con 

metanol, obteniendo agujas de color blanco con p.f. de 130·134° C. factor de referencia 

(rI) en c.c.f. fue identico al comparado con una muestra auténtica de P-Sitosterol (1). 
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Las fracciones 31-47 eluidas con diclorometano, también se reunierón por ser 

,. "' .• , 11 I rL.!_. __ I ___ .!.~~~ 
Slrnl1areS eu C.c.!. lUla .. eL ICUIUU<i:\ plt:L1l-'llV UII pVIVV, \; ..... lhU .)\.. UllJV , ..> ........ v -~ •• 

hexano. El sólido obtenido tuvo un p.f. de 65-70° C y de acuerdo a sus datos 

espectroscópicos de IR yRMN 'H se identifico como (-)-Maackian (11). 

Las fracciones 104-117, eluidas con diclorometano-acetona 98:2 se reunieron por 

ser similares y en ellas se formó una nata en el fondo del vial. Esta se filtró con vacio y se 

obtuvo un polvo fmo de color blanco amarillento, el cual se lavó con diclorometano. A 

este polvo no se le pudo detenninar 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 

espectró de RMN 'H no fueron suficientes para detelTIlinar de que compuesto se trata 

aunque si se sabe que es un Coumestano. 

Ütr.lS fracciones reunidas por ser similares fuerun de la 165-174 eluidas con 

diclorometano-acetona 98:2 En esta fracciónes ya reunidas ocurrió la formación de un 

precipitado de color amarillo, el cual se filtró y se lavó con metan 01, obteniéndose un 

polvo de color amarillo con p.f. 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 comparándolos con los obtenidos por (Salinas, 1998), el 

compuesto es la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina (I1I). 

Las fracciones 1-6 de la columna A, eluídas con diclorometano, se Juntaron y 

pesaron (1,1215 g) para someterlas nuevanlente a cromatografia en columna (B), 

utilizando como fase estacionaria 11 g. de silica-gel con malla de 70-230 y como fase 
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MA TERlAL Y MÉTODOS 

móvil hexano, diclorometano, acetona, mezclas de hcxano-diclorometano y 

c1lclorometano-acetona en orden de pOlanciaci creCiente. 

De la columna B se obtuvieron 65 fracciones de 125 mi du; en la fracción 19 

eluida con hexano-diclorometano 8:2, ocurrió la formación de cristales blancos, estos se 

filtrarón con vacio y se lavaron con metanol;Los cristales tienen un p_L de 190-195° C, y 

de acuerdo a los resultados de RMN '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.) e1uidas con hexano-diclorometano 9:1, de la 

columna B, se sometieron a cromatografia en columna (q, utili7.ando como fase 

estacionaria 6 g de silica-gel con malla 230-400 y como fase móvil se utilizó hexano, 

diclorometano y mezclas de anlbos en orden de polaridad creciente. 

De la columna e, se obtuvier6n 40 fracciones de 7 mI. L"1S fracciones 24-36 eluiuas 

con hexano se reunieron por ser similares en e.cJ. , una vez reunidas, la fracción se -
e,'turbió al agregarle metanol, luego se separó un aceite color amarillo de un líquido 

blanco, el aceite de acuerdo a los resultados obtenidos de RMN 'H Y comparándolos con 

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

hidroxi-cinamato de metilo (V). 

Se tomarón 25 mg de 4'-Hidroxi-dehidrokavaina, los cuales se hicierón reacCIonar a 

temperatura ambiente con anhidro acético y piridina, al cabo de 1 hora la reacción fue 

total y se suspendió agregando agua corriente. El exceso de piridina se eliminó lavando 
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con una solución de ácido sulfúrico al 10%. Una vez que cristalizó el producto, se filtro y 

se lavo con metanoi y se espero a que cristaiizara nuevamemt'!. 3e u~lUviC:lI~1I d~Uj<l"" !';'';-f;';''; 

de color amarillo claro con p.f. de 155·160° C. De acuerdo a los resultados obtenidos de 

RMN 'H indican que efectivanlente el compuesto es la 4'-0-acetiJ-dehidrokavaina 

(lIla). 

Ohtmor.ión tlrJ r.rtnor.tn tlr. Pipr.r mr.tllj.uiollll 

El extracto de Piper mI1l¡ystinon (Kava-kan) preparafdo mediante extracción con C02 en 

estado supercrítico se obtuvo por donación de la Campania Armadillo Phannaceuticals 

Inc. (pO Box 333, Hakalau, HI 96710 808/963-6774)) (Agradezco a Michael Z. Martin. 

Presidente de Armadillo Pharmaceuticals Inc. la donación del material. 

Los puntos de fusión (p.f.) se detenninaron en un aparato Fisher ]ohns sin 

corrección; los espectros de UV se determinaron en un equipo Shimadzu U.v. 160, en 

solución metanólica. Los espectros de RMN 'H, fuerón detenninados en los 

espectrofotómetros analíticos Gemini 200 VARlAN (200 MHz) y Unity plus 500 

V ARlAN (500 MHz), en solución de cloroformo deuterado (CDClJ) con adición de agua 

deuterada (D20), los desplazamientos químicos (6) están dados en partes por millón 

(ppm) tomando como referencia al tetrametilsilano (TMS). Los espectros de Masas de 

impacto electrónico de baja resolución se realizarón en un equípo ]eol ]MS-AX9JSMA. 
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r~nmTO r/,I\UM:OT.órzTm 

Los experimentos se llevaron a cabo en ratones machos adultos cepa CD-1, con pesos 

entre 20-30 g. Todos los animales fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de 

alime:ltación, temperatura e higiene con ciclos de luz-obscuridad controlados de 12 por 

12 horas. La posible actividad de cuatro tratamientos (4'-Hidroxi-dehidrokavaina,4'-O-

acetil-dehidrokavaina, extracto metanólico de la raiz de B. intemurlia y extracto de P. 

m1hy;riam obtenido con C02 en estado supercritico) sobre el tiempo de coagulación, se 

evaluó siguiendo el micrométodo del capilar (Mandoky, 1983). En la primera serie de 

experimentos, cuatro dosis de cada tratamiento, con progresiém media logarítmica (3.1, 

10, 31 Y 100 mg/kg.), se administraron por via intraperitoneal (i.p.) a grupos de seis 

ratones por dosis. El tiempo de coagulación se registro 15 mino después de la 

administración de los tratamientos por via intraperitoneal. Con la dosis que produjo el 

efecto máximo (100 mg/kg.), se realizó una segunda serie de experimentos para 

determinar el tiempo de coagulación a los 15 min., 24 y 48 horas después de haber 

iniciado cada tratamiento. En ambas senes de experimentos, se utilizaron tres gmpos de 

ratones que recibieron de manera independiente, heparina, warfarina (controles positivos) 

o una solución salina con Tween 80-05 al 2 % (grupo control). El procedimiento para 

determinar el tiempo de coagulación fue similar en todos los tratamientos y es el siguiente: 

~ Se pesarón y etiquetaron los ratones. 

~ Se fonnaron grupos de 6 ratones cada uno para los diferentes tratamientos. 
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j;> Los capilares, para la toma de la muestra sanguínea, se marcaron a partir de uno 

~ Minutos después de administrados por vía i.p. de manera independiente los 

tratamientos, se sumergió la cola del ratón durante 25 segundos, en un vaso de 

precipitado con agua a temperatura de 400 e, para dilatar la vena y así poder 

facilitar la fluidez de la sangre. 

~ La cola seca del animal, se colocó sobre una placa de vidrio y con la navaja se 

cortó el extremo temúnal de esta. 

~ Inmediataroente el extremo del capilar, se puso en contacto con la parte 

sangrante de la cola, para tomar una muestra de sangre hasta la primera marca 

(2.5 cm.), lo cual pennitió tomar un volumen constante de 25 fll de sangre. 

~ Inmediataroente lleno el capilar hasta la marca ya indicada, se activó el 

cronómetro, y se colocó el capilar en posición horiwntal sobre el prisma de 

madera, de este modo se inició el giro del prisma de un lado al otro, permitiendo 

que el capilar quedará inclinado, formando un ángulo de 600 respecto al plano 

horizontal. De esta manera la sangre se mantenía dentro del capilar fluyendo 

constantemente por gravedad, de la marca 1 a la marca 3, hasta que coagulará, 

deteniéndose el flujo de la sangre, en ese momento se paraba el cronómetro. 

Dr.1rnmir.~r.iñr. lid ¡;flrt.1'.r.t~ir. 1Ir. "r:rr@'d~r. ¡;l~fjllr.t~ri~ 

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

del Instituto r~aciona1 de C<uJiúlúgia "Ignacio C.hav12z", La :;a..."J.grc :mticoagu!ada Cvil 600 
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J.Il citrato de sodio al 3.8% en una porción (1:9), fue centrifugada a 2500 revoluciones por 

• , 'o • _.., 1 " ___ .1 
rrunutO ~r.p.m.) uuranle lres "UnUlOS. r..l SUUlt:'lIaUaIlU:: t:'ICl ~t:paJauu u..::: ld ~d.110"_. LV\-"', 

obteniendo así e! plasma rico en plaquetas (PRP) , la pastilla roja se centrifugó a 3000 

r.p.m. durante 20 minutos para obtener e! plasma pobre en plaquetas (PPP). Este plasma 

fue utilizado para calibrar e! agregómetro (Lumiagregometro 560·Ca Dual). El PRP, fue 

sometido a conteo en un aparato CELL-OYN 300 o COUTLER sr KS, cuando e! 

número de plaquetas excedía de 400 000 por J.II, e! PRP se diluía con el PPP. 

Alícuotas de 400 J.II de PRP ó de la dilución del PRP con PPP, fueron depositadas 

en cada cubeta puesta en el agregómetro. A cada cubeta se le depositó 5 r¡J de alguno de 

los siguientes tratamientos: 1, 10 o 100 J.iM de I-IK o de AK disueltos en OMSO. A los 

controles se les agregó 5 J.II OMS. Inmediatamente después se les agregó 10 J.II del agente 

inductor de la agregación plaquetaria epinefrina, colágena o ADP. Una vez puesta las 

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

estabilice. 

La warfarin, heparina, ADP, colágena, epinefrina, dimetilsulfóxido (DMSO) y 

citrato de sodio se obtuvieron de Sigma ChemÍcal Com., de San Luis Missouri USA. En 

todos los casos, e! volumen inyectado por vía i.p. a los ":tones fue de 0.1 m!. pa- cada 10 

g. de peso corporal. Para la detennÍnación de! porcentaje de agregación plaquetaria, la HK 

y la AK se disolvierón en OMSO. 
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~e compararon ciireremes gnlpos lralauu~ LVII UII 1t~::'IIIU b1ttPV I,..Vlll1V!, v!:.';':;-.-,:,-:¿::: 

si las diferencias son o no significativas, realizando análisis de varianza de una nlta con la 

subsecuente aplicaci6n de la prueba de Dunnett y T ukey para comparaciones múltiples 

con un control. El valor de probabilidad lúnite para establecer significancia estadística de 

las díferencias observadas es de 0.05. 
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RESULTADOS 

n ""TJf Y'" nr.;" .l:\J:.... .. J'. ' .,. 

METAnOTlTOS SEOJTJDATUOS MSTJ,D05 DE R110NGNlItl177i1 
INTTJlUT.n1il. 

Del extracto metanolico de las raíces de B. intemunia se aislaron cinco compuestos 

químicos pertenecientes a cuatro grupos de metabolitos secundarios: una estirilpirona: 4'· 

Hidroxidelúdrokavaina; dos pterocarpanos: (-)-Maackian y Neorautanano; un triterpeno: 

P-Sitosterol; un derivado de ácido cinámico: 3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinamato de metilo, y 

un cumestano no identificado (fabla IQ, 

P-Sitosterol (1) 

OH 

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

(-)-Maackian (11) 

OH 4 

~ 
O 

6 

2 I 
~ 

6. 7 

O 

O ~ > O 
10 

Cl6H120s, material amorfo. 

Datos de RMN'H (200 MHz. CDC13) 

Prot6n ¡; (ppm) Multiplicidad Constante de Número de H 
acoplamiento 

- - - ~---

clcld 
_J(Hz) _ 

H-6a 3.47 _10Jy4.9 1 
- - -----

i-f-6P 3.64 t 10.9 1 
- ~- -_._----

Jd H-6a 4.22 10.8 Y 4.7 1 
----,--- ~----- - - d 

. --- --
H-lla 5,47 6.6 1 

cx::H20- -- ----

d 5.91 5.2 2 ---- -- - r-- --- --
H-4 6,42 2.3 2 -- ----- - - ---- -

H-lO 6.44 s MM ___ 1 --- ----
H-7 6.72 s ----- 1 

-dd-- -----
H-Z ~55 _ !.J]J3_ 1 -- t---d -- -- -
H-l 7.36 8.5 1 
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4'·Hidroxi·dehidrokavaina (III) 

3 

2 

07" o 
I 

Me 

5 

6 ~8 

7 

C14H1204, sólido amarillo, p.f. 265·270° C. 

4' 

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

Datos de RMN'H (500 MHz, CDC13 + DMSO). 

RESULTADOS 

H 

Protón II (ppm) Multiplicidad Constante de NúmerodeH 
acoplamiento 

- .. - . .. J (Hz) 
OMe·4 3.84 s -----

1 
3 .-

H·3 
- ---a -- .. 

5048 2 1 -----_._ .. --Cf .. 

I 
H·5 6.05 2 1 ... ---- . 

H·8 6.56 d 16 1 ------.. r-'-- - -...... d'-- .--
.H·I!yH.13 .. f-§..8~_ . 8.5 

l' 
2 

H·7 7.30 '-r-- 16 1 .. ;r' . H:lQJ' H·14 7.38 8.5 
·1 

2 
~---- .- .... .. --

OH· 12 9.74 s ----- 1 
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RESULTADOS 

4' ·O·acetil·dehidrokavaina (IIIa) 

Me 

o 
- 1 7 o 

~CH3 

C16Hl405, agujas largas, color amarillo claro, p.f. 140·151)° C. 

Datos de RMN'H (200 MHz, CDC13). 

Protón o (ppm) Multiplicidad Constante de Número de H 
acoplamiento 

- 6Ac:Jz- --- --- - - - -- ---- .HHzt_. . 

2.31 s ----- 3 -- ---- - - -- - -
OMe4 3.83 s ____ M I 3 ----- ---- -- -

el 
- - .. - .. -

H·5 5.5 2.16 1 
- ----- - .. _. 

!-l·3 5.94 d 2.3 1 ----- ---- ----'J--- ---- . - - - - -

!-l·7 6.53 15.88 1 -_._-- ¡---'-(f--- ---- -- - -
J::l-!!.l H·13 __ 7.11 8.68 2 -_. __ . --- - d --- --- ---.- - - . - _. - - -

H-8 7.48 15.82 1 
- -- cr-- - ----

H·lO Y !-l. 14 7.5 8.66 2 
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RESULTADOS 

Neorautanano (IV) 

C21H200S, cristales blancos, p.f. de 190-195° C. 

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

Protón 1) (ppm) Multiplicidad Constante de Número de H 
acoplamiento 

- -- ~~-- - - - J (Hz) 

I 
Q-lJ 1.3 s ----- 3 - -
Q-lJ 1.34 s ----- 3 
H-2' 1.79 t 6.7 I 2 

H-I 'be-;;dlico 
-

\ 2.75 t 6.7 2 - - -
ddd H-6a 3.45 10.8, 6.6, 4.4 

I 
1 

H-6ax 3.6 t 10.9 1 
H-6ec 

¡- - --
dd 10.6,4.8 \ 1 4.18 - ---
d H-lla 5.46 6.6 1 

-ÜC!-I20 - -

d 5.88 1.3 1 ------ -- - ---;:¡-5.91 1.26 1 - -- -- --- - - - ,---
H-10 6.37 s --_.- 1 ----_._- --- - -- .. _-- --

-\ H-4 6.43 s ----- 1 
----~- --

H·7 6.71 s ----- I 1 - ----- - - --
I H·1 7.19 s ----- 1 
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RESULTADOS 

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

OH 

e-OMe 

11 

O 

001-12603, aceite anlall110 

Datos de RMN'H (200 MH7, COCU). 

Protón Ii (ppm) Multiplicidad I Constante de Número de H 
acoplamiento 

- . J (Hz). _ 
4-CJ-{} 1.77 

1 

s ! --_.- I 12 
H-l' 1" 3.33 d , 7.16 4 __ y_ 

OCJ·IJ 3.77 i s i ----- I 3 
j-j-2'y2" I 

- . 
5.30 t 2.74 

I 
2 

H-8 6.27 d I 15.98 1 
OH 7.16 

, 
i 1 s I -----

- i H-7 7.60 I d I 16 1 , 
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RESULTADOS 

Tabla 11. Met.bolitos secundarios aislados del extracto metanolico de las raíces de B. 
inrrI?rrnJI;/M . 

Nombre Punto de 
Fusión 

Fórmula 
molecular 

Estructura Molecular Peso 
Molecula 

>---~----,._I ~(~f)_I--~~~I---______ -+-'-"=Y 
~-Sitosterol 130-134° C C29HsoO 

Ol! 

(-)-Maackian Cera Cl6H120S 284 
amorfa HO 

O 

O> 

4'-Hidroxi- 265-270° C Cl4H1204 244 
dehidrokavaina 

b 

"" 
b 

H 

4'-O·acetil- 140-150° C Ct6H140S 286 
dehidrokavaina 

,,'" o ~ 

'" o 
-<' )~Clh 

Neorautanano 190-195° C C21H200S 352 
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3,5-Diprenil-p- Aceite CloH2603 
!--..!~c\Vi- \llc:rr.,,;:ro 

cinamato de amarillo ""-
metilo 

Juan Manllel Fabila Vi.'1á7.tplel 

011 
I 

e-OMe 

1I 
O 

RESULTADOS 

37 



RESULTADOS 

r~r:.cro Dr:. DQ!;m a:r:.CTEI lIT::; Dr:. nrrr:.l1 El lIT::; 
• • - -- -- --- - ----- -- -_ .... _- -- -_. _yo!'!" • _?A? 1" 
J H/\ J b.h~JJ~ I J 'J:;; ~;I',.U;IU~ 1:'1 ... I JJ:.A'·U"I,J I.I';"J .II .. ·.J"'.I ....... ' """''';1 • 

Los efecLOs de dosis crecientes de 4',Hidro-dchidrobvaina (HK), 4'-O-,cetil-

dehidrokavaina (AK), de los extractos metanólico de B,r:n¡?f1iartia inJenn«Iia )' de Pi¡xy 

mthysticlIm (C02 supcrcritico), sobre el tiempo de coagulación en sangre de ratón, se 

muestran respectivamente en las Tablas 1lI y N, Observe en la (Grafica 1) que las dosis 

crecientes AK Y de B, inf1!lrnfrÜLt, no guardan relación con la intensidad de la respuesta, Sin 

embargo, la HK y el extracto de P nnhystiarm incrementan el tiempo de coagul,ción a 

p:utir de la dosis de 10 mglkg, hasta alcanzar el efecto máximo con la dosis de lOO 

mglkg, Además, se muestra que con excepción de 8, bumnaiia, las dosis de lOO mglkg, 

de cada uno de los tratamientos es la que produce el efecto máximo. 

Tabla III. Efectos de dosis crecientes de HK yAK sobre el Tiempo de Coagulación 
en sangre de ratón. 

Tratamientos 1 Tiempo de Coagulación en seg, 

ni x' ds b 

Solución Salina + Tween 80-05 al 2% 61 147 ± 69 

4'·Hidroxi·dehidrokavaina' 
1 -1 3.1 mg/kg. 

- .-
16 124 ± 70 

la mglkg. If 126 ± 43 
~!mglkg. 136 ± 53 

'(, -
!OO rnglkg. . ,_ __, 189 ± 147 _. -- -

Solución Salina + Tween 80·05 al 2% 6 128 -,.:1; 55 - - ---
4'.Q.acetil.dehidrikavaina d 

UiTIgikg. - -

6 119 ± 70 
- ---

10 !11gl!<g. 6 125 ~ ___ 36 __ 
'-- -- -- -"- - - -

3 L!11g(kg~,_ 6 110 ± 64 --- -- _. --- , - - ----
lOO rnglkg. 6 229 ± 48 .. 
• X representa el promed1o de b SUjetos l"J e>:presado en segum.lu) ± ~ S-u cl'-::.iVi';'C¡Ón c.;t4.<-¡d.;.¡-d (d.i). 
e aislada de la raíz de B. intem»:lia. d derivado acetilado de la 4'·Hidroxi·dehidrokav.una. 
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RESULTADOS 

Tabla IV. Efectos de dosis crecientes de B. intermedia y P. metbysticum sobre el 
Tiem!,o de Coagulación en sanl!l'e de ratón. 

Tratamientos Tie,,!~~je Coag~ac!ón En s~~ 
n X' ds b 

Solución Salina +Tween 80·05 al 2% ! 6 ¡ 138 ± 49 

B ... d' I , rongmartza znterme la e i ~ . . I 
3.1 rng/kg. ! 6 I 
10 rng/kg. 1 § ! 
31 rnglkg. 161 
100 rnglkg. 6 
Solución Salina + Twee~ 80-05 al l"/o . (, 

133 
174 
123 
111 
162 

Piper metbysticum d 

3.1 rnglkg. , 6 181 
10 rng/kg. 
31 rnglkg. 

[ 6 128 
16 144 

100 rng/kg. 161 274 

± 
± 
± 
± 
± 

± 
± 
± 
± 

28 
153 
20 
42 
16 

148 
37 
22 
71 

• X representa el pmmcdio Je 6 sujetos (o) expresado en segundos ± su b ~1aclón esundard (ds). 
e extracto InctJ.flólico obtenido de las raÍces. d extr.l.(1O obtenido con COz en estado supcrcrítico. 
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RESULf ADOS 

Gráfica 1. Efectos de dosis crecientes de HK, AK, de los extractos de B. intermedia y 
Pipa methysticllm sobre el Tiempo de Coagulaci6n 

'Oll 3::D " $ 

<== 300 
-o 
.~ 250 u 

• H<. 

" ], 200 
- ___ -AK 

" 1::D o 
u f, Rirtmrrda 

" 100 -el 
o ::D o.. 

- X . - P. ~tiaun 

El O " ¡::: 
COntrol 3.1 10 31 100 

nw'~. nw'~. nw'~. nw'~. 

D:>sis crecientes 

La gráfica 1 muestra los promedios (n-6) de las dosis crecientes de los tr.namietos ± su Enur e:standar. 
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RESULTAOOS 

r:.r-EGTO DE mr-m\EI 1Tr:5 TI1ATAMTEI l'ro!; ~-0nnE ET. TIEMPO DE 
G'J/·~r;!~'r!#I'~ ~Ó! T ~E~~~_/~D~!~ L0~ ~r: 11m Ti' rro!';; ~~ l' ~f! fian/-..5 

Los efectos producidos sobre el tiempo de coagulación registrado a los 15 min., 24 y 48 

horas posteriores a la administración por vía i. p. de una dosis de 100 mglkg. de HK, AK Y 

de los extractos de B. vlIemrrlia y P. rmhystiaon, son reswnidos de la Tabla V a la Tabla XVI, 

y se observan en las Gráficas de la 2 al a 5. 

En la Tabla V se muestra que la administración i.p. de HK no modifica el tiempo de 

coagulación registrado 15 mino después de iniciado el tratamiento. En cambio, lOO U. 1. de 

heparina, lo incrementan de manera significativa. L1 HK muestra efecto ancicoagulante 24 

horas después de su administración (T abl. VI), sin embargo este efecto, ya no se observa en 

el registro realizado a las 48 horas (Tabla VIQ. 

Tabla V. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón, a los 15 minutos. 

T rat-amientos I n I X, 

I I 
Solucion S~ina + Tween 80·05 al 2% I 6 I 147 
Warfarina (31 mglkg.) 6 I 108 
Heparina (lOO U.I.lkg.) I 6 426 
4'·H;droxi·dehidrokavaina (lOO mglkg.) i 6 189 

± 
± 
± 
± 

'X representa el promedio en segundos de 6 SUjetos (o) ± su!> desviaCión estandard (ds) . 

ds b 

69 
21 

61' 
147 

.. Señala diferencias significativa'; con respecto al control, en un nivel de significmcia p 0.05. 
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Tabla VI. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón. a las 24 horas. 

Tratamientos In! x' ds b 

I ¡ 
Solucion Salina + Twecn 80·05 al 2% 1 6 

1 
86 ± 12 

Warfarina (31 mg/kg.) 1 6 [ 157 ± 153 

Heparina (100 U.I./kg.) 16 ¡ 209 ± 150 
4'-í-lidroxi-dehidrokavaina (100 mg/kg.) '6 ' 318 ± 146' , I 

• X representa el promedio en ~egtlndos de 6 sujetos (n) ± su h desviación estandard (ds) . 
.. Señala difen'ncias signifiL,lIiv;l~ con respecto al control. en un nivel de significancia p 0.05. 

Tabla VII. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón, a las 48 horas. 

Tratamientos n x' ds b 

Solucion Salina + T",een 80-05 a12% 6 184 ± 154 

Warfarina (31 mg/kg.) 6 ' 218 ± 132 

Heparina (100 UI./kg.) 6 191 ± 44 
4'-í-lidroxi-delúdrokavaina (100 rng/kg.) 

, 
6· 247 ± 116 

• X repre~entJ el promedio en ~egundos de 6 mJctos (n) ± su h desviación estmdard (ds). 
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RESULTADOS 

Gráfica 2. Efectos de la 4'·Hidro·dehidrokavaina sobre el Tiempo de Coagulación, 
re:~istraclo a los 15 minutos. 24 y 48 horas 

~ 

600 .. 
v 

-.!ó!-
e 500 I -o • SS+ T 

'0 400 " ?" -~ '- - ___ - Warfarina 

" 300 ./ ¡-O o _o/ -. I!. ¡-¡,parina u 
v 200 . -----
." --X--I-IK 
o - ---
o.. 100 
E 
v O ¡.: 

15 Minutos 24 I-Ioras 48 1-loras 

Tiempo de registro 

La gráfica 2 muestra los promedios de los trJtamicntos (11-6) ± su Error estandu-. 
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En la tabla VIII y en la Gráfica 3 se muestra el efecto anticoagt~ante producido con la 
, .... "" 11 '" '7 ."'" TI T .J n L ___ ": __ 1:',..." ~f".--,... ...J ..... " ........... Drp '4 

<lllllWU!'oUdI..JUI¡ UC: IVV "15/n.¡:;. u,", 'u"- V l...,V '-' .............. ~t""~'''' ~ ..... ~ ~~~_.~ -~Y-r---

horas después de haber administrado algtUlO de los dos tratamientos. En contraste, la 

warfarina en el uusmú tiempo de registro, prolonga el tiempo de coagulación de manera 

significativa Tabla IX. 

Tabla VIII. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón, a los 15 minutos. 

Tratamiento s in x' ds b 

I 
Solucion Salina + T ween 80·05 al 2% 

I ~ 1 

128 ± 5, 

W';'farma (3 í rngikg.) 
. - --- .. ----
120 ± 45 
- - - ~--,_. 

i-íq;anna (lOO D.I./kg.) _. _ .. [ 6 : 311 ± 132' 

4'·(j·acétil·dehrdrokavain 
_. ___ o 

a (100 mgfkg.) I 6 I 229 ± 48 • 

'Xreprcscma el promedio en segundos de 6 sujetos (n) ± su b desviaci/m estandard (ds) . 

.. Señala diferencias significativas con re5pecto al control, en un nivel de significancia p 0.05. 

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

Tratamiento s n x' ds b 

Solucion Salina + Tween 80·05 al 2% 6 148 ± 93 

Warlanna (31 ';"g/kg.) 
-- ---

6 332 ± 22' 

I:.!eparma (100 l,l.I./kg.)_. _ 
.. - ---- . 

6 169 ± 43 .. -------
4'·O·acetil·dehidrokavaina (100 ~gAg.) 6 142 ± 54 

• Xrcpresenta el promedio en segundos de 6 sujetos (n) ± su b desviación estandard (ds). 
ot Señala diferencias signific:ltiva.~ con re~pecto al control, en un nivel de significancia p 0.05. • 

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 

diferencias :;igr.ific:1tiv:.1s ce!! !"especto al tiempo de ('o;:¡gllbri/m ohtenido en el grupo control. 
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Tabla X. Efecto de diferentes trataflÚentos sobre el Tiempo de Coagulaci6n en 
<>n~e de rat6n. a las 48 horas 

Tratamientos In I x' ds b 

Solucion Salina + Tween 80-05 al 2% ! 6! 207 ± 134 
Warlarim (31 mglkg_) : 61 161 ± 50 
Heparina (100 U.I./kg.) i 6 I 180 ± 86 
4'-O-acetil-dehidrokavaina (100 mg/kg.) 1 6 1 155 ± 40 
• X repre~cnta el promedio en segundos de 6 sujetos (n) ± su b desviación estandar-d (d~). 

Gráfica 3. Efectos de la 4'-O-acetil·dehidrokavaina sobre el Tiempo de Coagulaci6n, 
registrado a los 15 minutos, 24 y 48 horas 

~ seo 
" ~ 
e 400 

1, SS+T -o • '0 I " 300 - --11-- - Warf arina ], .; , 
x. '" , " '" , o 200 '~'-

, t; ¡-¡'parina v 

" '" " ·X· -AK 
o 100 o.. 
S 
" O ¡.: 

15 Mnutos 241-bras 48 ¡. bras 

'liempo de regisu"O 

L1. gráfica 3 muestra los promedios de los traL'UT1ientos (n-6) ± su Error estandar-. 
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La administración i.p. de 100mg/kg del extracto metanólico obtenido de la raíz de B. 

(rabIa XQ, 24 horas (Tabla XIQ y 48 horas (Tabla XIlQ después de dicho tratamiento, el 

tiempo de coagulación pennaneció alrededor de los valores ohtenidos en el gmpo control. 

En contraste, la administración i.p. de lOO V.l. de heparina o 31 rng/kg. de warfurina, lo 

prolongaron respectivamente a los 15 l11in. ya las 24 horas (observe las Tablas XI y XII Y la 

Gráfica 4). 

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

Tratamientos 
I 

n X' ds b 

Solucion Salina + Tween 80-05 al 2% 6 
1 

138 ± 49 

Warfarina (3 i rnglkg.) 
.-

6 91 ± 35 
j-Iep~~ (i66 üf./kg.) 

--- ---- - ----
6 296 ± 113' 

-- -. -~ , (lOO rng/kg.) 
--------

B 6 111 ± 42 

• número de sUJetos. h representa el promedio en segundos X ± su desviación estandard (ds). e 

extrracto metanolico de las raíces . 
.. Señala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05. 

Tabla XII. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón, a las 24 horas. 

Tratamientos 

Solucion Salina + Tween 80-05 al 2% 
Warfarina (31 rng/kg.j 
l-Icparim (joa vj./kg.) 

B ~'(100 mg/kg. ) 

n 

6 I 
6 
6 
6 

158 
302 
145 
136 

± 
± 
± 
± 

dsb 

34 
61' 
20 
29 

• número de sujetos. hrepresenta el promediO en segundos X ± su deSViaCIón estandard (ds). '" 
extrracto metanolico de las raíces . 

... Sefiab diferencia.s significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05. 
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Tabla XIII. Efecto de diferentes tratamientos sobre e! Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón, a las 48 horas. 

Tratamientos 
In I 

X, ds b 

I 

Solucion Salina + Tween 80·05 al 2% 6 143 ± 9 

Warfarina (31r';glkg.) . - --_ . 
6 122 ± 18 

Heparina (100 u.I./kg.) 
- - ~ 

6 191 ± 44 

. ~{ia' (lOO rng/kg.) 
-

B 6 128 ± 37 

I m'lffiero de sujetos. h representa el promedio en segundos X ± su dewlJ.C¡Ón estandard (ds). < 

extrraCln metanolico de IJ..~ r.lÍces. 

Gráfica 4. Efectos de! extracto de Brongniartia intermedia sobre e! Tiempo.de 
Coagulación, registrado a los 15 minutos, 24 y 48 horas 

---:-- 40J bSl 

" J, ~ 350 
c: 

3CX) 1 SS+T 'o • 'o os 250 , "- - .... - Wufarina 1" ; 

"'~: 200 , 
os 
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o b. Hparina u 150 
" -o leo - . X . - R irtmma 
o 
el. 50 8 
" O ¡.::: 

15 Mnutos 24 I-bras 48l-bras 

1ierrpo de registrO 

La gráfica 4 mucstr.llos promedios de los tratamientos (n-6) ± su Error estandar. 
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RESULTAOOS 

A diferencia de! extracto metanólico de B. iruerrmiia, e! extracto de P. mtthystiam obtenido 

la Tabla XIV, 15 mino después de la administración i.p. de 100 mglkg. de P. meby.<liam, se 

incrementa el tiempu Je coagulación de manera significativa. Dc igual manera, 100 U.1. de 

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

siguientes tiempos de medición (Tabla XV y XVO, anlbas sustancias pierden su efecto En 

contraste, la administración i.p. de 31 mglkg. de warfarina incrementa el tiempo de 

coagulación 24 horas después de su administración (Tabla XV). 

Tabla XIV. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón, a los 15 minutos. 

Tratamientos n 
1 

X, ds b 

Solucion Salina + Tween 80·05 al 2% 
1 : I 162 ± 16 

Warfarina (3 ¡ mg/kg.) 
~ ~ 

144 ± 23 
j-j~p.cina (100 Ujjkg.) 

- . - ~ -

6 I 417 ± 95* 

Apermerhystiaon' (lOO mg/kg.) 
- -

6 i 275 ± 71* 

• número de sujetos. brepresenta el promedio en segundos (X ± su desviación estandard (ds). < 

extracto obtenido con COl en est.ldo sllpercrítico . 

.,. Señala diferencias signiiicativas con re<;pedo al control, en un nivel de significancia p 0.05. 

Tabla XV. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulación en 
sangre de ratón, a las 24 horas. 

Tratamientos 

Solucion Salina + Tween 80-05 al 2% 
W;;;[mna (3 ¡ mglkg.j 
Heparina (100 ULÍkg.) 

¡;¡~ ~'(¡(JO mglkg.) 

n 

6 

6 

6 

6 

110 ± 
291 ± 
153 ± 
156 ± 

ds b 

34 

67' 
25 

25 

• número de sUJetos. brepresenta el promedio en segundos (X ± su desvIación estandard (ds). e 

extracto obtenido con C02 en estado supercrítico . 

.. St'ñ;ala diferencias significativas con respecto al control, en un nivel de significancia p 0.05. 
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Tabla XVI. Efecto de diferentes tratamientos sobre el Tiempo de Coagulaci6n en 
~angre de ratón. a las 48 horas. 

Tratamientos n x' ds b 

Solucion Salina + Tween 80·05 al 2% 6 165 ± 13 
W;;;:¡arin~ (31 mg/kg.) 

.. - ~ .- - -- ------
6 191 ± 144 

Hep;u;;,a (ioo Uj.lkg.) 
~--~ -

6 138 ± 18 

Pi;'-,~;;0fm' (100 n;gtk~_) 
- ----_._------

6 138 ± 39 

• número de sUJetos. h representa el promedio en segundos (X ± su desviación estandard (ds). e extracto 
obtenido con COz en estado supcrctÍtico. 

Gráfica 5. Efectos del extracto de Piper methysticllm sobre el Tiempo de' 
Coagulación, registrado a los 15 minutos, 24 y 48 horas 
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La gráfica S muestra los promedios de I os tratamientos (n-6) ± su Error estandar. 
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RESULTADOS 

ErECTO DE TJ, ~'·HmnOZr·DmiJT)r1t')rrAVAJT JA YT.A ~''()·ACr.nr.· 
DEf.fITlnrlTnVI. n l/. ,:-r.rmi' T./. '.r.nr.r ..... r.rt'ln PT J'0Ur:.'nmA 

r r¡tltll:it!~ r.tl n A n [l 

Los efectos de las concentracIOnes crecientes de una dosis de HK y AK sobre el 

porcentaje de agregación plaquctana inducida con ADP en células humanas, se muestran 

en la Tabla XV y en la Gráfica 6. Observe que las dosis crecientes de ambos tratamientos, 

no guardan relación directa con la intensidad de la respuesta. Sin embargo, la 

concentración lO ~IM de ambas sustancias, disminuyen significatimente el porcen¡aje de 

agregación plaquetaria. 

Tabla XVII. Efecto de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina y 4'-O-acetil-dehidrokavaina 
sobre la Agregación Plaquetaria inducida con ADP. 

Tratamientos % de Agregación Plaquetaria 
-- - - -- - ~---- - - -

n X, ds b 

DMSO)' AJ)P (co~trol) 6 86 ± 12 ---- .. 
4'· ¡-lidroxi-dehidrokavaina - - -- -

1 ¡~_ 6 80 ± 17 
--- . 

lO ¡1M 6 66 ± 13* 

lOO ¡1M 6 67 ± 13 
4'-O-acetil-dehidrokavaina 

. - .- - ---- --
-- - -- --

!~. 6 76 ± 4 
. . - .. -----

IO~_ 6 53 ± 14 * 
--- - ~ - .- -----

100 ¡1M 6 71 ± 15 

• X representa el promedio en segundos de 6 SUjetos (n) ± su b deSVIación estandard (ds) . 
.. Señala diferencia~ significativas COn re~pecto al control, en un nivel de significancia p 
0.05. 
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RESULTADOS 

fntfndrlA r,rm Epinr!tinA 

La Tabla XVlIl y la Gráfica 7 muestran que todas las concentraciones probadas de HK y 

AK disminuyen de manera significativa, la agregación plaquetaria, inducida por epinefrina. 

Además, también muestra que la intensidad del efe(,~o antiagregante, producido por cada una 

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

Tabla XVIII. Efecto de la 4'-Hidroxi-dehidrokavaina y 4'-O-acetil-dehidrokavaina 
sobre la Agregación Plaquetaria inducida con Epinefrina. 

Tratamientos 

DMSO y Epinefrina 
(controlL ______ o 

4'-Hidroxi·dehidrokavaina -- - -- - ---- --,,--

1 ¡tM_ 

I~}~ 
lOO ¡cM 
.¡ '-o.~cetil·Jeh:droka~;';n; 
1 ¡tM. 
10~_ 
100 ¡cM 

% de Agregación Plaquetaria 

6 76 ± 14 

- -- - -- ---- - -- . . 

6 55 ± 1S* 
-- - ----~--- ---- -
6 50 ± 11* 

-- -- _. ---
6 36 ± 16* 

----
. -_._. --

6 46 ± 7' 
._-~ -

6 50 ± 6* 
6 I 26 ± 16* 

• X representa e\ promedio en segundos de 6 sUjetos (n) ± su b desviación estandard (ds) . 
... Señala diferencias sjgnificatjva.~ ron rc.~pecto al control, en un nivel de significancia p 
O.os. 
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RESULTADOS 

Cuando la agregación plaquetana es inducida por colágena, la HK como tampoco la AK, 

modifican significativamente los valores de agregación plaquetaria, con respecto a los 

obtenidos en el gmpo control (Tabla XIX y Gráfica 8). 

Tabla XIX. Efecto de la 4'·Hidroxi·dehidrokavaina y 4'·O·acetil·dehidrokavaina 
sobre la Agregación Plaquetaria inducida Con Colágena. 

Tratamientos % de Agregación Plaquetaria 

n X, ds b 

DMSO y Colagena 6 
I 

76 ± 15 
(control) . 
4'·Hidroxi.jehid~oká~aina , , 
1f'M 6 

I 
91 ± 5 

. _. 
10 ¡LM 6 70 ± 33 

100 ¡.1M 6 

I 
39 ± 27 

4'-O.acetil-dehidrokavaina _. 
1¡.IM 6 87 ± 23 

- -- --

1QJ'~ _ 6 I 84 ± 13 
--

lOO ¡1M 6 I 70 ± 24 

'Xrepresenta el promedio en ~cgundos de 6 sujcros (n) ± su h desviación estandard 
(ds). 
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Gráfica 6. Efecto de la 4'·Hidroxi·dehidrokavaina y 4'·O·acetil·dehidrokavaina 
sobre la A!!Tel!:ación Plaouetaria inducida con ADP - - -

« 120 'C 
¡:¡ 
" 100 " ¡ 

~ 
cr' « 

J o. 80 
e 

'0 (jJ 'ü 
« 
bl) 40 -+-HK 
" ~ __ AK 
bl) 

..:: 20 
" -o 

?f'- O 

Control 1 uM lOuM lOOuM 

G:mcentraciones 

La gráfica 6 muestra el promedio en segundo~ de 6 sujl.1.0S (n) ± ru-sviación estandar. 

Gráfica 7. Efecto de la 4'·Hidroxi-dehidrokavaina y 4'·O·acetil-dehidrokavaina 
sobre la Agregación Plaquetaria inducida con Epinefrina 
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G:mcentraciones 

La gráfica 7 mue.m-a el promedio en segundos de 6 sujetos (n) ± desviación estandar. 
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Gráfica 8. Efecto de la 4'·Hidroxi·dehidrokavaina y 4'·O·acetil·dehidrokavaina 
~C'!:-!"~!~ _~~'?::;~':';/\O P1'1~I1Phn~ intlll('irl~ con Colágena 
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La gráfica 8 muestra el promedio en segundos de 6 sujetos (11) ± desviación estandar. 

Juan Mmuo Fabila VeLi7.quez 54 



DISCUSIÓN 

DT~GiJ5r6j T 

En este estudio, del extracto mctanólico de las raíces de Broognlmtla intemuditt se aislaron 

seis metabolitos secundarios: ~-Sitosterol; (-)-Maackian; Neorautanano; 3,5-Diprenil-p

hidroxi-cinámato de metilo; 4'-Hidroxi-dehidrokavaina O-!K) y un cumestano no 

identificado. debido a que su punto de fusión es mayor a 3000 c., lo cual impidió la 

realización de pruebas espectroscópicas. La estirilpirona HK, ha sido aislada con 

anterioridad de R. paldyroides (Reyes, 1994) y de B. intermedia ~Salinas, 1998). Es 

interesante seflalar que este metabolito es típico de familias primitivas como Lauráceas y 

Piperáceas O-lipolito er al, 1997; Smith, 1993; Talapatra el al, 1982 Y Kaloga el al, 1983), 

siendo rara su presencia en Leguminosas y Asteraceas. La acetilación de la HK se obtuvo 

mediante reacción química y sus espectros de U. V. y RMN'H fueron similares a los 

reportados por Salinas (1998), Hipolito eral (1997) y Romo el al (1971). 

La evaluación farmacológica indica que tanto la 4'-O-actil-dehidrokavaina (AK), 

como el extracto de Piper m:thystiatm (C02 supercrítico), prolongan el tiempo de 

coagulación registrado 15 minutos después de haber administrado los tratamientos (100 

mg/kg. por vía intraperitonal) de manera independiente. En cambio, ninguno de los 

tratamientos modificaron el tiempo de coagulación registrado a las 24 y 48 horas. Estos 

resultados, son similares a los obtenidos con heparina, administrada por la misma vía y 

hacen pensar en la posibilidad de que los tratamientos pudieran compartir el principal 

mecanismo de acción conocido para esta sustancia, es decir la activación de la 

:l!,titro",b;na TTT (page el al, 2001). Sin embargo, la única prueba realizada en el ratón 
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íntegro, en la presente tesis, no pennitió distinguir el sitio o los sitios de acción. Por otra 

pane, los estudios realizados con plaquetas humanas, indican acciones de la A~ soore 

estas células y por ende su innegable participación en el efecto anticoagulante, pero de 

ninguna manera descartan um posible actividad sobre la enzima antitrombina III. En 

contraste, la actividad anticoagulante de la HK, se observa 24 horas después de haberse 

administrado el tratamiento, 10 cual concuerda con lo observado para warfarina. Desde el 

punto de vista estructural, las estirilpironas, al igual que la warfarina, poseen una anillo a

lactana, por lo cual se esperaría un efecto anticoagulante producido por un mecanismo 

similar al propuesto para la warfarina, es decir que inhibieran los factores' de la 

coagulación dependientes de la vitamina K (Suyer, 1993). Sin embargo, no se entiende 

por que la AK y el extracto de r. m1hystiam, no modifican el tiempo de coagulación a los 

15 mino Con relación a esto último, es probable que la alta polaridad de HK debido a la 

presencia del grupo hidroxilo, retarde su absorción y en consecue.leia no se observa 

efecto anticoagulante debido a que en los primeros 15 minutos no se alcanzan 

concentraciones efectivas. De todas maneras la presencia del anillo a-lactana en la AK, 

no es suficiente para conferirle actividad anticoagulante por Wl mecanismo de acción 

similar al de la warfanna. Además, otros mecanismos parecen estar involucrados, como lo 

demuestran los resultados de agregación 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. metbystiaun no es a consecuencia de la desaparición de los factores de coagulación y

carboxilados (page et al, 2001). Sin embargo, en el caso de la HK, la actividad 
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anticoagulante podtÍa estar ligada 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 agregación plaquetaria, los resultados muestran que tanto 

la HK como la AK, inhiben la agregación plaquetaria inducida con epinefrina y con ADP, 

y no la modifican cuando esta es inducida por colágena. 

Respecto a la actividad antiagregante de la AK, hablanlOs posiblemente de un 

mecanismo de acci6n similar al del ácido acetilsalicilico (¡-¡arvey ee d, 1968), esto puede 

deberse a la semejanza estructural que existe entre ambos (grupo acetilo), lo que nos hace 

pensar que la AK esta inhibiendo la ciclooxigenasa de forma similar a la aspirina. Para el 

caso de la HK, posiblemente presenta un mecanismo de acción dependiente de este grupo 

estructural siendo otro u otros los grupos de la molécula los que interaccionen para llevar 

acabo la inhibición de la agregación plaquetaria. 
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CDNCLUSIONES 

G)j ir:U .mfOj ir:..'; 

~ Se aislaron seis compuestos, de los cuales únicamente se identificaron (meo: p~ 

Sitosterol; (-)-Maackian; Neorautanano; 3,5-Diprenil-p-hidroxi-cinámato de metilo, y 

especialmente la 4'-I-lidroxi-dehidrokavaina, de este ultimo compuesto se hizo la 

acetilación, obteniendo la 4 '-O-acctil-dehidrokavaina. 

);. La 4'-I-1idroxi-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 Pipo- mahystiaon a la misma dosis, causan 

W1 efecto anticoagulante notorio que se expresa a las 24 horas posteriores a la 

administración de manera independiente de los tratamientos. 

);. El extracto metanólico de las raices de Brvng¡1iartia inlem7B:Jia, no posee actividad 

anticoagulante, en ninguno de los 3 tiempos registrados. 

);. La HK y la AK a dosis lOO ~lM, poseen actividad antiagregante plaquetaria cuando es 

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

Colágena. 
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