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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de mortalidad
en el mundo. Varios de los factores de riesgo de las ECV, como dislipidemias,
hipertension arterial y diabetes mellitus, son influenciados por la alimentacion.
Como objetivo se planted determinar el efecto antiagregante plaquetario in vivo
del extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni”, realizado en los
laboratorios de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud durante los
meses de mayo a octubre del 2017. El tipo de investigacion fue bésica
experimental. Los frutos de Morinda citrifolia L. “noni” fue recolectada en el
distrito de Samugari, provincia de La Mar, departamento de Ayacucho. Para la
determinacion del tiempo de protrombina (TP) se utiliz6 método propuesto por
Quick, para el tiempo de tromboplastina parcial activada (TPP) se utilizé el
método propuesto por Dacie. Se utilizdé 40 ratas de cepa Holfzman hembra de
200 a 250 g de peso, las cuales fueron divididas en cinco grupos al azar, grupo I:
SSF (5 mL/kg); grupo IlI: Extracto 50 mg/kg; grupo lll: Extracto 100 mg/kg; grupo
IV: Extracto 200 mg/kg y grupo V: Aspirina 100 mg/kg. Los metabolitos
secundarios presentes fueron taninos, flavonoides, saponinas, esteroides y
alcaloides. El tiempo de protrombina a la dosis de 200 mg/kg (14,37 seg.),
resulté siendo estadisticamente diferente de la aspirina 100 mg/kg (25,12 seg.).
El tiempo de tromboplastina parcial activada resulté mejor a dosis de 200 mg/kg
(73,25 seg.), siendo esta estadisticamente diferente a la aspirina 100 mg/kg
(p<0,05), también es estadisticamente diferente al extracto 100 mg/kg y 50
mg/kg con 69,0 y 52,12 seg. respectivamente. Se concluye que el extracto
etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni” posee efecto antiagregante
plaguetario.

Palabras clave: Morinda citrifolia L. “noni”, efecto antiagregante plaguetario,

protrombina, tromboplastina parcial activada.
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I. INTRODUCCION

Hoy en dia, la exploracién de alternativas terapéuticas dentro de los productos
naturales para aliviar o curar dolencias o afecciones se ha intensificado. La
adquisicion de nuevos farmacos a partir de la biodiversidad es uno de los
ejercicios cientificos mas importantes, tomando en consideracion la potencialidad
de encontrar en la biodiversidad nuevas estructuras que puedan constituirse en
cabezas de serie, y debido a la creciente tendencia de la poblacién a consumir

productos fitoterapéuticos™.

Tradicionalmente en diversos pueblos de nuestra costa, sierra y selva se
recurren a las plantas medicinales para aliviar diversas enfermedades y/o
malestares, surgiendo asi la medicina tradicional; esto tiene su origen en la
observacién y discriminacion de nuestros ancestros, que desde la antigliedad,
utilizaron diversas plantas medicinales para curar enfermedades, aliviar dolores,

etc?.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de mortalidad
en el mundo. Varios de los factores de riesgo de las ECV, como dislipidemias,
hipertension arterial y diabetes mellitus, son influenciados por la alimentacion. Es
conocido que las frutas y hortalizas contienen antioxidantes, y que su consumo
en cantidades adecuadas disminuye el riesgo cardiovascular. Sin embargo, su
efecto antitrombotico (antiagregante plaquetario, anticoagulante vy fibrinolitico) es

poco conocido®.

Las propiedades curativas atribuidas a la Morinda citrifolia L. son innumerables,
su uso se ha informado en el tratamiento de la diabetes, hipertension arterial,

cancer de diferentes localizaciones, y muchas otras enfermedades®.

Por tal motivo se planted el presente trabajo de investigacion teniendo en cuenta

los siguientes objetivos:



Determinar el efecto antiagregante plaquetario in vivo del extracto etandlico del

fruto de Morinda citrifolia L. “noni”.
Objetivos especificos:

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico del
fruto de Morinda citrifolia L. “noni”.

e Determinar el tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial
activada (TTP) del extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni”.

e Comparar el efecto antiagregante plaquetario del extracto etandélico del fruto

de Morinda citrifolia L. “noni” con la aspirina.



II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de estudio

Bu y col®., realizaron el estudio; Efecto neurofarmacoldgico de zumo de Morinda
citrifolia L. Teniendo como objetivo caracterizar el perfil neurofarmacolégico de
su jugo, en ratones machos, por medio de una bateria de pruebas de
comportamiento: prueba de Irwin, conducta exploratoria, tiempo de suefio
barbitdrico y estereotipias anfetamina-inducidas. A dosis de 450, 900 y 1800
mg/kg que fueron administradas de acuerdo con el peso de jugo seco. Los
resultados obtenidos de las diferentes pruebas sugieren la presencia de
compuestos quimicos no identificados con actividad sedante, especialmente de
tipo neuroléptica.

Sanchez y col®., realizaron el estudio; Efecto del zumo de Morinda citrifolia L.
“noni” en modelos de analgesia. Teniendo como objetivo evaluar el efecto del
zumo de noni en diferentes modelos de analgesia. Utilizaron dosis (450, 900 y
1800 mg/kg) del zumo de noni, a partir de contenido en peso seco; se administrd
por via intraperitoneal a ratones utilizando el modelo de irritacién peritoneal por
acido acético 0,6 % y se cuantificé el nimero de contorsiones o estiramientos.
Ademas, se utilizé el modelo del plato caliente y el de retirada de cola. El zumo
de noni fue efectivo de manera dependiente de la dosis en reducir el nUmero de
contorsiones inducidas por el acido acético. En los modelos del plato caliente y
de retirada de cola, solo la dosis mas alta prolongd de manera estadisticamente
significativa el tiempo de reaccién. Concluyendo los resultados sugieren que el
efecto analgésico de noni es fundamentalmente de mecanismo periférico.
Khoswanto’, realiz6 un estudio sobre el fecto del gel de Noni (Morinda citrifolia
L.) sobre la aceleracion de fibroblastos post-extraccion. Con el objetivo de
descubrir el efecto del gel de noni en el aumento del nimero de fibrillas de
soldadura después de la extraccion del diente de rata Dawley. Este estudio

utilizé el disefio de la prueba de investigacion popular, trabajando con treinta



colas de ratas macho Dawley, con un peso de 250-300 g, con 3 meses de edad.
Se extirparon los dientes en los incisivos de la mandibula inferior. Los datos
muestreados obtenidos se analizaron utilizando ANOVA de una via. El examen
mostré que habia una diferencia significativa en la cantidad de fibroblastos entre
el grupo tratado con gel y otros dos grupos (p<0,05). Concluyendo la aplicacién
de gel de noni puede acelerar el aumento en la cantidad de fibroblastos que
duran después del tratamiento de los dientes en ratas Dawley.

Garay y Col®., realizaron el estudio quimico del aceite esencial del fruto de
Morinda citrifolia L. (noni) que fueron colectados en el Peru, departamento del
Ucayali (Pucallpa). La identificacién de los compuestos principales del aceite
esencial de la pulpa con semillas y cascaras del fruto fresco del noni se realizé a
través del analisis del indice de Kovats; asimismo, del extracto hexanico del fruto
fresco se aisl6 el acido 3-epi-corosélico, el cual fue identificado por andlisis
espectroscopico de RMN Hy RMN C.

Ayanbule®, y col. realizaron el estudio; efecto trombético en la vena yugular del
zumo de Morinda citrifolia L. “noni” en ratas macho. Teniendo como objetivo
examinar el efecto antitrombético del extracto en el modelo de trombosis de la
vena yugular inducida por cloruro férrico en ratas. Obteniendo el peso de un
fragmento de 2 cm de la vena yugular normal fue de 9,9 = 2,1 mg, mientras que
el peso de la vena ocluida en los controles positivos fue de 30,7 + 12 mg [p =
0,001], 24,7 £ 6,5 mg en heparina [p = 0,16], 25,5+ 6,5 mg en zumo al 5 % [p =
0,15], 20,0 £ 5 mg en zumo al 10 % [p = 0,04] y 16,1 + 5,0 mg en heparina mas
zumo al 10 % [p = 0,02], respectivamente. La actividad de tiempo de
tromboplastina parcial activada aumenté significativamente en heparina, 60,0 +
10,0 segundos [p = 0.002] en comparaciéon con 16,83 + 4.9 segundos en el
control en blanco. Hubo un aumento significativo en zumo al 5 % [34,24 + 9,6
segundos, p = 0,01], un ligero aumento en el zumo al 10 % [24,0 £ 5,4 segundos,
p = 0,06]. La actividad de tiempo de protrombina aumentd significativamente en
el grupo de heparina solamente [36,52 + 3,0 segundos frente a 26,85 + 0,4
segundos en el control en blanco, p = 0,01). Concluyendo que el zumo de noni
tiene un efecto trombatico en la vena yugular y un posible efecto antitrombotico
aditivo con heparina mediante la activacion del tiempo de tromboplastina parcial
activada sin la induccion de trombocitopenia.

Villacorta y Pérez®®, realizaron la investigacion; actividad antioxidante “in Vitro”

de las hojas y frutos de Morinda citrifolia L. mediante el método de secuestro de



radicales libres 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). EIl objetivo del trabajo fue
evaluar la actividad antioxidante a través de estudios de los polifenoles, DPPH;
de los extractos metandlicos, acuoso y cloroférmico de las hojas y frutos de
Morinda citrifolia L. En los resultados obtenidos los frutos de noni fueron los que
méas concentracion de polifenoles totales obtuvieron con 26434,94 mg de
CTQ/100g. Las Hojas solo tuvieron 14 286,99 mg de CTQ/100g. En la
determinacion de vitaminas los frutos obtuvieron 46,58 pg de vitamina C, 20,45
ug de vitamina A y 8,35 ug de vitamina E; mientras que las hojas presentaron
1,36 de vitamina C, 0,92 ug de vitamina A, 0,71 pg de vitamina E. Con respecto
a los minerales, los frutos obtuvieron 0,67 ug de selenio, 0,12 ug de cobre y 0,23
Kg de zinc; mientras que las hojas presentaron 0,08 ug de Selenio, 0,14 ug de
cobre, 0,03mcg de zinc. Tanto los frutos como las hojas presentaron una gran
actividad antioxidante en sus extractos acuosos y metandlicos. El extracto
metandlico del fruto de noni, present6 un IC50 de 0,239 + 0,003 mg/ml, siendo el
de mayor actividad antioxidante que el extracto metandlico de las hojas, que
tuvieron 0,265 + 0,008 mg/mL. El extracto Acuoso del fruto de noni, present6 un
IC50 de 0,586 + 0,023 mg/mL, presentando mayor actividad antioxidante que el
extracto acuoso de las hojas, que tuvieron 0,723 £ 0,006 mg/mL.

Morales y Céaceres™, realizaron la investigacion; efectos de la Morinda citrifolia L.
(Noni) en los niveles de glucosa sanguinea en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 que asisten al club de diabéticos de un Patronato de la ciudad de
Guatemala. Trabajaron con 58 pacientes que asisten al club, diabéticos de
ambos sexos, entre 30 a 65 afios de edad, que padecen de diabetes tipo 2, y
que se encontraban descompensados con niveles de glucosa 2150 mg/dL. El
resultado obtenido fue que 55 de 58 pacientes son suficientes para decir que el
jugo de M. citrifolia si reduce significativamente la glucosa en la sangre.
Concluyéndose que el jugo de M. citrifolia L. actia como complemento
mejorando los nieles de glucosa en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con
tratamiento de hipoglucemia oral en un patronato de la ciudad de Guatemala.
Eldin y col*?., realizaron el estudio; evidencia de la actividad anticoagulante in
vitro de cebolla roja (Allium cepa L.). Cuyo objetivo fue estudiar los posibles
efectos anticoagulantes de la cebolla roja in vitro, usando muestras de sangre
de individuos normales. Los efectos anticoagulantes in vitro de un extracto
acuoso (5%) de cebolla roja en diferentes volumenes (25, 50 y 75 pL) fueron

examinados en las muestras de sangre de individuos normales por medicién del



tiempo de protrombina (PT). Se descubrio que el extracto acuoso de cebolla roja
inhibia el proceso de coagulacion in vitro y tiempo de protrombina
significativamente prolongado de una manera dependiente de la dosis.
Concluyendo que el estudio mostré que el extracto acuoso de cebolla roja en
diferentes concentraciones inhibe formacién de codgulos y aumenta el tiempo de
protrombina.

Tognolini y col*®., realizaron el estudio; efecto protector del aceite esencial de
Foeniculum vulgare y el anetol en un modelo experimental de trombosis. El
anetol evitd la retraccion del coagulo inducida por trombina a concentraciones
similares al aceite de hinojo. El aceite esencial y el anetol, probados en la aorta
de rata con o sin endotelio, mostraron actividad vasorelajante independiente, no
comparable a concentraciones de antiplaquetarios que han demostrado estar
libres de efectos citotoxicos in vitro e in vivo, tanto el aceite esencial de F.
vulgare como el anetol administrados por via oral en un tratamiento subagudo a
ratones (30 mg/kg por dia durante 5 dias) mostraron una actividad antitrombaotica
significativa que previene la paralisis inducida por la inyeccién intravenosa de
colageno mas epinefrina (70 % y 83 % de proteccion, respectivamente). En
conclusion, estos resultados demuestran para el aceite esencial de F. vulgare, y
su principal componente anetol, poseen una actividad antitrombética segura que
aparece debido a su actividad antiplaquetaria de amplio espectro, efecto
desestabilizador del coagulo y accion vasorelajante.

Saplontai y col'*., realizaron el estudio; prueba de actividad antiplaquetaria y
antioxidante del extracto de siete variedades de Allium cepa L. Como objetivo fue
establecer (usando pruebas in vitro) el caracter antiplaquetario y antioxidante
entre ellos y la acidez del extracto, de siete variedades de A. cepa. La variedad
blanca de A. cepa tiene el pH mas alcalino, la mayor cantidad de compuestos de
tiosulfinato y el efecto antiplaquetario mas potente, pero una cantidad muy
pequefia de flavonoides y un efecto antioxidante casi inexistente, en contraste
con la variedad roja de A. cepa que es lo contrario. Concluyendo la variedad
blanca de A. cepa tuvo una actividad anitiplaquetaria muy alta, lo que sugiere el
uso potencial del extracto de A. cepa en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares.

Mojtaba y col™

, realizaron el estudio; comparacion de la actividad antiplaquetaria
de las tabletas de ajo con la dosis cardioprotectora de aspirina en voluntarios

sanos: un ensayo clinico aleatorizado. Teniendo como objetivo encontrar la dosis



antiplagquetaria efectiva de ajo y determinando que la tableta de ajo no tuvo un
efecto significativo sobre la agregacion plaquetaria a ninguna dosis. Sin
embargo, el 30% de los voluntarios en el grupo que uso 3 tabletas de ajo por dia
informaron efectos adversos (es decir, sangrado). No se observd asociacion
significativa entre sexo, edad y agregacién plaquetaria. Concluyendo en el
estudio, no se pudo determinar la dosis efectiva antiagregante plaguetaria de ajo
gue podria ser igual a la de la actividad antiplaquetaria de aspirina, segun el

método de estudio utilizado.
2.2. Morinda citrifolia L. “noni”
2.2.1. Clasificacion Taxondmica

DIVISION - MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN - RUBIALES
FAMILIA - RUBIACEAE

GENERO : MORINDA
ESPECIE : Morinda citrifolia L.

N. V. > “noni”

Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamangenesis de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga. (Anexo 1)

2.2.2. Descripcién botéanica

Es un arbol pequefio, de hasta 4 m de altura, muy ramificado desde la base; la
copa es compacta, verdosa y llamativa. La corteza lisa, delgada y verdosa.

Presenta hojas opuestas, grandes y lustrosas, las cuales se tornan amarillentas
al madurar. Las flores se presentan en cabezuelas y son de color blanco. El fruto
es el resultado de la fusion de los ovarios de muchas flores, es de forma
irregular, a menudo ovoide y grande (hasta 12 cm. de largo); la pulpa
transparente, gelatinosa y de olor muy desagradable. Las semillas son pequefas

y lustrosas, color café-negruzco®®.
2.2.3. Habitat

Nativo del sureste de Asia, pero ampliamente plantado en todas las regiones

bajas del trépico a nivel mundial®.



Se encuentra por todo el inmenso Pacifico, que se extiende desde América del
Norte y América del Sur, por una parte, también en Australia y Asia®’.

2.2.4. Usos en la medicina popular

La actividad biolégica de Morinda citrifolia L. ha quedado de manifiesto a través
de sus efectos antimicrobiano, anticancerigeno, antioxidante, antiinflamatorio y

con efectos sobre la actividad cardiovascular®®.
2.2.5. Composicion quimica

Aproximadamente 160 compuestos fitoquimicos se han identificado en la planta
de Morinda citrifolia L., de los cuales los principales son compuestos fendlicos,
acidos organicos y alcaloides. Entre los compuestos fendlicos mas importantes
estan las antraguinonas, acubina, acido asperulésido y escopoletina; los
principales &cidos organicos son el caproico y caprilico mientras que el principal
alcaloide reportado es la xeronina®®.

Se han identificado varios componentes principales en la Morinda citrifolia L.
entre los que se encuentran el &cido octoanoico, potasio, vitamina C,
terpenoides, alcaloides, flavonoides, antraquinonas tales como el
nordamnacantal, la morindona, la rubiadina, el rubiadina-1-metil éter y el
glicésido de antraquinona. Entre sus componentes también se incluyen el beta
sitosterol, el caroteno, la vitamina A, acido linoleico, alizarina, aminoacidos,
acubina, L-asperuldsido, acido caproico, acido caprilico, acido ursolico, rutina y

una posible proxeronina®.
a. Flavonoides

Ellos son muy importantes para el desarrollo y buen funcionamiento de las
plantas, ya que actian como atrayentes de animales en la oviposiciébn, como
agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccibn por organismos
fitopatdbgenos; ademas, estos compuestos presentan propiedades benéficas
relacionadas con la salud humana, lo cual estd basado en su actividad
antioxidante®.

Quimicamente, estas sustancias son de naturaleza fendlica y se caracterizan por
poseer dos anillos arométicos bencénicos unidos por un puente de tres atomos
de carbono, con la estructura general C4-C3-Cg, los cuales pueden formar o no

un tercer anillo®.



Las funciones de los flavonoides en las plantas se pueden resumir en tres

grupos: papel de defensa, de sefial quimica y efecto sobre las enzimas®.

1
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O

Figura 1. Estructura basica de una flavona®.
b. Taninos

Los taninos son metabolitos polifendlicos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Se localizan en todas las partes de las plantas y su concentracion es
variable a lo largo del ciclo vegetativo®.

Estos compuestos participan en diversas funciones, tales como la asimilaciéon de
nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la
formacion de componentes estructurales de la planta, la alelopatia y la defensa

ante los factores adversos del ambiente?.
c. Compuestos fenélicos

Los fenoles son compuestos quimicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en las frutas, vegetales. Originan una de las clases mas importantes
de metabolitos secundarios en plantas, en su mayoria derivados de la
fenilalanina y en menor cantidad de la tirosina. Estos compuestos constituyen un
amplio grupo de sustancias presentes en las plantas con diferentes estructuras
guimicas y actividades metabdlicas. Existen mas de 8000 compuestos fendlicos

identificados?.



2.3. Fisiologia de la hemostasia

La hemostasia es el proceso que mantiene la integridad de un sistema
circulatorio cerrado y de alta presién después de un dafio vascular. El dafio de la
pared vascular y la extravasacion de sangre inician rapidamente los eventos
necesarios para la reparacion del dafo. La hemostasia se divide para su estudio
en primaria y secundaria. La hemostasia primaria se caracteriza por el
reclutamiento y activacion de las plaquetas para formar el tapon plaquetario,
mientras que la hemostasia secundaria se caracteriza por la activacion del
sistema de coagulacion con el objetivo de formar fibrina. Finalmente se presenta
la cascada de fibrindlisis, encargada de la degradacion del coagulo una vez que

se ha reparado el dafio vascular o tisular®.
2.3.1. Hemostasia primaria (plaquetaria)

La formacién del tapon hemostético primario depende de la integridad vascular
(endotelio y bubendotelio) y funcionalidad plaquetaria (alteraciones cuantitativas
o cualitativas). Cuando se produce una lesién en un vaso el primer mecanismo
para detener la hemorragia es una vasoconstriccion local refleja y a continuacién

la formacion del tapén hemostatico plaquetario®.
2.3.1.1. Adhesién plaquetaria

Las plaquetas se adhieren a las fibrillas de coladgeno del subendotelio vascular
mediante receptores de membrana: Gpla y Gplla (en endotelio) y Gplb/IX (en la
membrana plaquetaria) formando un puente con el factor von Willebrand (pw) %.
2.3.1.2. Activacion

La activacion plaquetaria depende de la sintesis de tromboxano A2 y PGI2 por

via de la ciclooxigenasa®.
2.3.1.3. Secrecién

En los granulos densos & y granulos a de las plaquetas existen sustancias que
regulan la agregacion y la activacion de la coagulacion: ADP, calcio, serotonina,

PDFG (factor de crecimiento obtenido de plaquetas), factor 4 plaquetario®.
2.3.1.4. Agregacion

La formacion del tapon plaquetario depende fundamentalmente del VWF y de

otros factores estimulantes?.
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2.3.2. Hemostasia secundaria (plasmatica)

Casi simultdneamente a la formacion del tapdn hemostatico primario, se pone en
marcha el proceso de coagulacién dependiente de las proteinas plasmaticas, y
que consiste en la formacion de fibrina soluble a partir de fibrindgeno plasmatico.
Clasicamente este conjunto de reacciones y activaciones de proteinas se ha
interpretado como una cascada en donde se distinguian dos vias: en via
extrinseca e intrinseca. Actualmente se considera que ambas vias no son
independientes en absoluto, ya que la via extrinseca activa también al fX a

través del fXI, considerandola como el inicio fisiolégico de la coagulaciéon®.
2.3.2.1. Via extrinseca o del factor tisular

Es una via dependiente del factor tisular (tromboplastina) que forma un complejo
con el factor VIl y el calcio, convirtiendo al fVIlI en una proteasa activa que actla
sobre el factor X activandolo. El factor tisular es el mejor indicador de la puesta
en marcha del proceso coagulativo, al formar un complejo con el fVII, activandolo
(fvlla). Al mismo tiempo el factor tisular hace de cofactor del fVlla para que actie
sobre IX y X?*.

2.3.2.2. Viaintrinseca o de sistema de contacto

El plasma contiene todos los elementos necesarios para la coagulacion. En este
caso la porcion lipidica es el FP3. Los factores de contacto: fXIl. Precalicreina, y
cininbgeno de alto peso molecular, se activan por el contacto con la piel,
complejos antigeno/anticuerpo, colageno. El factor Xlla activa al Xl y el Xla al IX,
gue forma complejo con el factor VIII, el FP3, y el calcio (complejo protrombina)
activando finalmente al factor X, el factor XI también es activado por el factor VII

(hipétesis alterna del factor tisular)®.
2.3.2.3. Viacomun

El factor Xa forma un complejo con el factor V y el calcio que convierte la

protrombina en trombina®.
2.3.3.4. Fibrogénesis

El papel fundamental de la trombina es activar al factor Xlll para actuar frente al

fibringeno convirtiéndolo en polimeros estables de fibrina®.
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2.3.3.5. Fibrindlisis

La lisis del coagulo comienza inmediatamente después de la formacion del
coagulo. Sus activadores son tanto por parte de la via extrinseca (factor tisular),
como por la via intrinseca, factor Xll, asi como otros exdgenos: urokinasa, t-PA
(activador tisular del plasminégeno). Los inhibidores del proceso de fibrindlisis
ayudan a mantener el equilibrio hemostético y evitar los fendmenos tromboticos:
Antitrombina, proteina C, proteina S*.

La fibrindlisis es un mecanismo esencial para eliminar los coagulos de fibrina
durante el proceso de cicatrizacibn, asi como remover los coagulos
extravasculares para impedir la trombosis. El efector final del sistema es la
plasmina, que degrada la fibrina en productos de degradacion (PDF y dimero D)
la plasmina es producida a partir de un precursor inactivo, el plasminégeno, por
accion de dos activadores del plasmindégeno: activador tisular (t-PA) y activador
tipo uroquinasa (u-PA). La regulacién de los activadores tiene lugar por acciéon
de inhibidores (PAl), de los que el mas relevante es el PAI-1, mientras que la
plasmina circulante es rapidamente inhibida por la a2-antiplasmina, lo que evita
una fibrindlisis sintética®®,

La fibrindlisis se inicia por la t-PA liberada desde el endotelio en respuesta a
diversos estimulos (trombina, oclusion venosa, ejercicio fisico, etc.). Una vez
liberado se une a la fibrina donde activa el plasmin6geno a plasmina que
degrada la fibrina del coagulo. La trombina puede activar otro inhibidor
fibrinolitico, el TAFI, el cual elimina residuos de lisina de la fibrina, lo que impide

la unién del plasmindgeno y ulterior degradacion del coagulo®.
2.4. El trombo

Los trombos pueden aparecer en cualquier parte del aparato cardiovascular:
dentro de las cavidades cardiacas, sobre las valvas valvulares y en arterias,
venas o capilares. Su tamafio y forma son variables, dependiendo del lugar de
origen y las circunstancias que condujeron a su formacién. Los trombos
arteriales o cardiacos suelen iniciarse en un foco de lesion endotelial; los
trombos venosos ocurren en zonas de estasis®’.

Todos los trombos tienen como caracteristica comun, un area de unién al vaso
subyacente o0 a la pared cardiaca, a menudo mas firme en el punto de origen. Se
caracterizan por presentar tres partes: una cabeza (adherido a la pared

vascular), un cuerpo (en la parte intermedia) y una cola (en el extremo libre,
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movil). El extremo en crecimiento puede no estar bien fijado y, sobre todo en las

venas, presenta tendencia a fragmentarse, provocando una embolia®’.

Tabla 1. Factores de la coagulacion®.

Factor Nombre Forma activa Caracteristicas

I Fibrin6geno Fibrina Sintesis hepatica.
Sensible a la trombina

Il Protrombina Trombina Sintesis hepatica.
Vitamina K dependiente

I Tromboplastina Cofactor

(factor tisular)

v Calcio

\% Proacelerina Cofactor Sintesis hepética.
Sensible a la trombina

Vi Proconvertina Serinproteasa Sintesis hepatica.
Vitamina K dependiente

VIIVIIEC Factor Cofactor Sensible a la trombina

antihemofilico/ factor
von Willebrand

IX Factor Christmas Serinproteasa Sintesis hepética.
Vitamina K dependiente

X Factor Stuart Serinproteasa Sintesis hepética.
Vitamina K dependiente

Xl Serinproteasa Factor de contacto

X1 Factor Hageman Serinproteasa Factor de contacto

Xl Estabilizador de la Transglutaminasa Sensible a la trombina

fibrina

Precalicreina  Factor Fletcher Serinproteasa Factor de contacto

Proteina C Antifibrinolitico Vitamina K dependiente

Proteina S Cofactor de Prot. C Antifibrinolitico Vitamina K dependiente

2.4.1. Formacion del trombo

En primer lugar, la sangre debe quedar expuesta a una superficie trombogénica
(como sucede cuando el endotelio vascular es lesionado), luego la participacién
de las plaquetas, primero adhiriéndose ellas sobre la superficie lesionada, luego
activandose y finalmente agregandose unas con otras, formandose el
denominado trombo blanco plaquetario, finalmente el sistema de coagulacion,
gue se activa tanto por la via intrinseca como por la via extrinseca, generando la
fibrina que se deposita sobre el trombo blanco, transformandolo en un trombo

rojo, a base de la cascada de coagulacion?®®.
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2.4.2. Evolucion del trombo

2.5.

Disolucién — reabsorcion: los trombos pueden ser eliminados por la accion
fibrinolitica. El vaso vuelve a la normalidad total o parcial.

Embolizacién: los trombos pueden desprenderse y llegar a lugares mas
distales del arbol vascular, ocluyendo luces vasculares de menor calibre.
Propagacion: el trombo puede acumular mas plaquetas y fibrina, propagarse
y terminar por causar obstruccién de algin vaso e mayor calibre, distante del
sitio donde se origino.

Incorporacion a la pared: el trombo es recubierto por una proliferacion de
células endoteliales. Con el paso del tiempo podra quedar sélo un
engrosamiento fibroso en el lugar de la trombosis.

Infeccidn: puede causar sepsis, abscesos multiples, y supuracion.
Endotelizacion: organizacion-revascularizacion-recanalizacion cuando un
trombo persiste “in situ” durante unos pocos dias, es probable que se
organice. Este término se refiere al desarrollo en el interior del trombo del
tejido de granulacion, tejido celular subendotelial y células mesenquimales®.

Agregacioén plaguetaria

Primera via. A través del coldgeno y trombina, producto de la injuria
vascular, el endotelio dafiado expone al subendotelio a la sangre.

La segunda via. Mediada por el ADP y la serotonina, liberados de los
granulos densos de las plaguetas. En zonas de estenosis 0 en
ramificaciones arteriales se pueden promover lisis de plaguetas, con la
consiguiente liberacion de ADP, que activa a las plaquetas y promueve su
agregacion, siempre y cuando estén en presencia de TX A2.

La tercera via. En la que interviene el acido araquiddnico generando TX A2,
poderoso activador plaquetario. La activacion plaquetaria por el TX A2 es
antagonizado en presencia de un endotelio intacto por la prostaglandina, la
cual es sintetizada a nivel endotelial ejerciendo dos funciones: antiagregante

plaquetario y vasodilatador®.
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2.6. FArmacos antiagregantes plaquetarios
2.6.1. Inhibidores de la ciclooxigenasa

Los farmacos que inhiben a la COX-1 evitan la formaciébn de TX A2, y
comprenden los AINES, destacando entre ellos al acido acetilsalicilico (aspirina),

la sulfinpirazona, el triflunisal, el ditazol y el indobufeno?.
2.6.1.1. Aspirina

La aspirina inhibe irreversiblemente la actividad de la ciclooxigenasa por
acetilacion del grupo hidroxilo de dicha enzima, por lo tanto, no se puede
producir tromboxano A2. Una dosis Unica de 325 mg logra una tasa de
inactivacion enzimatica cercana al 90 %. Las plaquetas al ser anucleadas no
tienen la capacidad de reponer la actividad enzimatica, por tanto, el efecto de la
aspirina se mantiene durante toda la vida de la plaqueta (de 4 a 7dias). Una
dosis de 50 mg de aspirina mantiene su efecto inhibidor enzimatico hasta 3 dias
después. La aspirina a mayores dosis puede inhibir a la COX-1 del endotelio
vascular evitando la formacion de prostaciclina, sin embargo, las células
endoteliales a diferencia de las plaquetas, pueden recuperar su funciéon en un
corto periodo de tiempo?®.

La aspirina inhibe la produccion de diacilglicerol plaquetario, de tal forma que
puede inhibir la agregacion secundaria inducida por la trombina, colageno o
ADP, aunque este efecto es menos duradero y dependiente de dosis. También
otro efecto menos importante es que evita la secrecion de los granulos densos
plaquetarios. El &cido salicilico, metabolito de la aspirina, tiene cierto efecto
fibrinolitico, debido a su interaccién con los neutréfilos y monocitos con liberacién

de enzimas proteoliticas (catepsina G y elastasa) %.
2.6.1.2. Sulfinpirazona.

Estructuralmente esta relacionado a la fenilbutazona, pero su actividad
antiinflamatoria es minima. La inhibicién de la COX-1 es competitiva, es una
inhibicién débil y de forma reversible. Su mayor beneficio es sobre superficies

protésicas o artificiales mas que en superficies biologicas®.

2.6.1.3. Triflunisal.

Es un agente antiplaquetario relacionado estructuralmente a los salicilatos,
inhibe irreversiblemente a la COX-1 plaquetatria, y con minimo efecto sobre la

endotelial, de tal forma que la sintesis de la prostaciclina no se altera. Un
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segundo mecanismo es que inhibe a la fosfodiesterasa plaquetaria lo que
favorece un mayor tiempo de acciéon del AMPc, el cual es un poderoso mediador
que inhibe la agregacion plaquetaria®.

2.6.2. Antagonistas del receptor adenosin difosfato (ADP)
2.6.2.1. Clopidogrel

Es un antagonista de los receptores de ADP plaquetarios, interfiere con la
activacion plaquetaria, la degranulacion y evita la activacion del receptor GP
lIb/llla. Su acciéon es similar al de la ticlopidina, pero teniendo una mayor

potencia (es 100 veces mas potente) 2.
2.6.2.2. Ticlopidina.

Es una tienopiridina que inhibe selectivamente y de forma irreversible al receptor
plaquetario del ADP: P2Y. A dosis habituales comienza su accién a las 24 a 48
horas de su administracion, pero tarda entre 5 a 8 dias para ejercer un efecto
clinico, por ello no debe ser usado cuando se necesita una accién rapida
antiagregante. Asi mismo su efecto desaparece lentamente, entre 4 a 6 dias
luego de suspender la medicaciéon ya que se requiere una nueva renovacion

plaquetaria®.

2.6.3. Inhibidores de la fosfodiesterasa.
2.6.3. Dipiridanol

Es un derivado pirimidinico, que actia inhibiendo a la fosfodiesterasa
plaquetaria, la cual degrada al AMPc. Inicialmente se us6 como vasodilatador
coronario al tener propiedades similares a la papaverina. La presencia del AMPc
asegura un efecto antiagregante plaguetario pues desactiva el calcio, facilitando
su depdsito, al disminuir el calcio en el citosol plaguetario disminuye la activacion
plaguetaria y hay una menor degranulacién de mediadores. Sin embargo, para
que exista este efecto antiplaquetario es necesario usar dosis muy superiores a
las dosis terapéuticas, por ello el dipiridamol tiene una accion muy débil como
antiagregante plaquetario. Su uso se recomienda en pacientes de alto riesgo con
protesis valvular cardiaca o injerto vascular protésico que desarrollan embolismo
sistémico a pesar de tomar cumarinicos, la dosis recomendada es de 225

mg/dia®.
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de Farmacia de
la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristébal

de Huamanga durante los meses de mayo a octubre del 2017.
3.2. Poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion

Frutos de Morinda citrifolia L. “noni” que crece en el distrito de Samugari,
provincia de La Mar, departamento de Ayacucho, que cumplan con ciertos
criterios: los frutos deben estar sin golpes ni raspones, sin presencia de moho,
consistente y resistente al tacto.

3.2.2. Muestra

Se realiz6 un muestreo por conveniencia, 4 kg de frutos de Morinda citrifolia L
“noni” recolectadas del distrito de Samugari. Una parte de la planta recolectada
se llevo al Herbarium Huamangenesis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para su respectiva

identificacion y su clasificacién taxonémica.
3.2.3. Unidad experimental

Se utiliz6 40 ratas de cepa Holtzman, hembras de tres meses de edad con un
peso entre 200 a 250 g adquiridos del bioterio de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia. Acondiciondndolas con alimento balanceado y agua por dos

semanas.
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3.3. Disefio metodoldgico paralarecoleccién de datos
3.3.1. Procedimiento para larecoleccién de muestra

Los frutos se recolectaron manualmente en el mes de Junio del 2017, en las

horas de la mafiana.
3.3.2. Secado, molienda

La muestra se lavé con agua de grifo, para eliminar todo elemento extrafio, luego
se procedid a despepar los frutos a temperatura ambiente. Después fueron
reducidos de tamafo con una licuadora, las muestras molidas fueron

recuperadas de la licuadora.
3.3.3. Preparacion del extracto etandlico

Se pesO 2 kg de pulpa de noni, luego se llevé a maceracion en un frasco de
color ambar por una semana en 2 L de etanol al 96°. Se realiz6 agitaciéon
constante para que el solvente se distribuya homogéneamente en todo el
extracto. Posteriormente se filtrd, luego se realiz6 una segunda maceracion con
1 L de etanol al 96° por una semana, nuevamente se filtr6. Por dltimo se realizé
una tercera maceracion con 1 L de etanol al 96°, finalmente se filtr6. Luego se
sometié a evaporacion en bafio maria para evaporar el solvente y se guardé en

un frasco de color &ambar hasta el dia de su ejecucion®.
3.3.4. |dentificacién fitoquimica

Para determinar el perfil fitoquimico se emple6 el método de analisis cualitativo
de ensayo a la gota, el cual consiste en someter al extracto vegetal, segun la
polaridad, a reactivos especificos que generan compuestos coloreados o
precipitados, segun el tipo de metabolito secundario presente®.

Por cada especie vegetal se pesaron cuatro muestras de 5,0 g cada una de
material seco y molido, luego, se empaquetaron con papel filtro y colocaron en
vasos de 200 mL. Se agreg6 a cada vaso 30-40 mL de solvente (cloroformo,
etanol 96°, agua y HCI 1 %) y se taparon con luna de reloj. Se dejaron en reposo

por 24horas™®.
3.3.4.1. Extracto cloroférmico.

Esteroides: Ensayo de Liebermann-Burchard. A 5 gotas de extracto, afiadir 5

gotas de anhidrido acético y, luego, 2 gotas de acido sulftrico concentrado. Una
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coloracién verde, azul, azul verdoso, violeta o roja, indico presencia de un nucleo

esteroidal o triterpenoidal®.

3.3.4.2. Extracto etandlico.

Flavonoides: Ensayo de Shinoda. A 5 gotas de muestra colocar unos trocitos de
magnesio metdlico y luego, agregar 3 gotas de &cido clorhidrico concentrado. La
coloracion rojiza indica la presencia de flavonoides®.

Cardiotonicos: Ensayo de Kedde. A 5 gotas de extracto agregar 3 gotas de
reactivo de Kedde. La apariciébn de coloraciones violetas o purpuras indica la
existencia de cardioténicos®.

Taninos: Ensayo de cloruro férrico. A 5 gotas de extracto afadir 2 gotas de
solucién de FeCI™ al 10 %.Una coloracién azul indica la presencia de taninos

hidrolizables y una coloracién verde, de taninos condensados®.
3.3.4.3. Extracto acuoso.

Antocianinas: Ensayo del pH (medio acido y bésico). A 5 gotas de extracto,
afiadir 3 gotas de HCI concentrado. Observar el color formado. A otras 5 gotas
de extracto, afiadir 3 gotas de NaOH al 5%. Observar el color formado. Las
antocianinas se reconocen por producir diferentes colores a diferentes pH*.
Saponinas: Ensayo de la espuma. Colocar 3 mL de la extracto en un tubo de
ensayo y agitar vigorosamente por 30 segundos, esperar 15 minutos. La
persistencia de espuma indica la presencia de saponinas.

Taninos: Ensayo de cloruro férrico®.
3.3.4.4. Extracto Acido.

Alcaloides: Ensayos de Dragendorff, Mayer y Wagner. Colocar, en 3 tubos de
ensayo, 1 mL de extracto &cido. Afadir, a cada uno, 2 gotas de los reactivos de
Dragendorff, Mayer y Wagner. Si se observa turbidez o precipitados (rojo a
naranja, blanco a crema y marrén) se considera que la muestra contiene

alcaloides™.
3.3.5. Evaluacién del efecto antiagregante plaguetario

a. Determinacion del tiempo de Protrombina, método propuesto por QUICK.
(Anexo 1)
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Procedimiento:

Se obtuvo sangre cuidadosamente por puncion cardiaca (evitando estasis o
trauma), luego se llevd a un tubo con anticoagulante citrato de sodio 130
mmol/L (3,8 %) en proporcién 9:1 (ejemplo: 4,5 mL de sangre +0,5 mL de
anticoagulante), mezclar cuidadosamente para después centrifugar y
separar el plasma antes de los 30 minutos.

Posteriormente se llevo el plasma a bafio Maria 37 °C durante 2-3 minutos.
Seguidamente en un tubo de hemolisis se colocé 0,2 mL del reactivo A
(tromboplastina de cerebro de conejo, cloruro de calcio para una
concentracion final de 0,0125 mol/L y cloruro de sodio para una
concentracion final de 0,1 mol/L) reconstituido y luego preincubar a 37 °C
durante 3 minutos.

Luego se pipeted 100 pl del plasma preincubado y se agregé rapidamente al
tubo conteniendo 0,2 mL de reactivo A, disparando simultdneamente el
cronémetro.

Se dejé el tubo dentro del bafio Maria, cerca de una fuente de luz. Previo al
tiempo estimado de coagulacion, sac6 el tubo del bafio maria, incliné una o
dos veces por segundo, finalmente se detuvo el cronometro en el momento
de la aparicién del coagulo.

Finalmente se registré el tiempo de coagulacion.

b. Determinacion del tiempo de Tromboplastina Parcial Activada, método

propuesto por DACIE. (Anexo 2)

Procedimiento:

Se obtuvo sangre cuidadosamente por puncién cardiaca (evitando estasis o
trauma), luego se colocé en un tubo con anticoagulante citrato de sodio 130
mmol/L (3,8 %) en proporcién 9:1 (ejemplo: 4,5 mL de sangre +0,5 mL de
anticoagulante). Se mezcl6 suavemente, centrifugd y separ6 el plasma antes
de los 30 minutos.

Luego de precalentd el reactivo B (solucion de cloruro de calcio estable
0,025 mol/L) antes de realizar la prueba en bafio maria a 37 °C.
Posteriormente en un tubo de hemolisis se coloc6é 100 pl de plasma méas
100 pl del reactivo A (cefalina bovina con &cido elldgico como activador
soluble), se mezcl6 e incubo por 3 minutos a 37 °C, luego se agregd 100 pl

del reactivo B, dispar6 simultaneamente el cronémetro, luego se agitd
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brevemente para homogenizar el contenido, se mantuvo en bafio maria
unos 25 segundos. Luego se sacd el tubo del bafio maria, se inclind
suavemente una vez por segundo y finalmente se detuvo el cronometro en
el momento de la formacion de coagulo.

¢ Finalmente se toma la nota del tiempo de coagulacion.
3.4. Disefio experimental

El disefio que se empled, es el disefio de postprueba Unicamente y grupo control.

Simbdlicamente y de forma abreviada corresponde a:
RGn Xn On
RG. . O,

Donde RG corresponde a los grupos experimentales organizados
aleatoriamente, X, es el estimulo, O, es la observacion y (_.) ausencia de
estimulo®.

Se administro las diferentes dosis del tratamiento cada 12 horas durante una
semana.

El disefio experimental para evaluar el efecto antiagregante plaquetario fue con
cinco tratamientos y ocho repeticiones para cada grupo del modo siguiente:

Grupo Tratamiento Dosis
Grupo | SSF 5 mL/Kg
Grupo I Extracto etandlico 50 mg/kg
Grupo llI Extracto etandlico 100 mg/Kg
Grupo IV Extracto etandlico 200 mg/kg
Grupo V Aspirina 100 mg/kg

3.5. Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados en cuadros y gréaficos. Estas fueron sometidas
al Andlisis de Varianza (ANOVA) con un nivel de significacién estadistica de
0,05. La diferencia significativa que existe entre los tratamientos fueron

evaluados a través de la prueba de Tukey (programa SPSS version 21).
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V. RESULTADOS
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Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de los frutos

de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho 2017

Metabolitos . .
: Ensayo Reactivo Resultados Observaciones
secundarios
Taninos y/o . L . . Coloracién verde
y Tricloruro férrico Tricloruro férrico +4++ .
fenoles intensa
. . Magnesio metalico + Coloracion
Flavonoides Shinoda ’g' o +++ o
acido clorhidrico carmelita intenso
Formacion de
Saponinas Espuma Agua destilada ++ espuma por mas
de dos minutos
Ensayo Anhidrido acético +
Esteroides Liebermann/Bur s . +++ Coloracién rojo
acido sulfarico
chard
Nitrato de bismuto
entahidratado + Presencia de
Dragendorff , pentahf + .
acido nitrico +yoduro opalescencia
de potasio
. Yodo (resublimado Presencia de
Alcaloides Wagner ( .) + .
+ yoduro de potasio opalescencia
Cloruro mercurico + Presencia de
Mayer - + .
yoduro de potasio opalescencia
Leyenda:

Escasal/tenue (+)

Regular/moderada (++)

Abundante/intensa (+++)
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18.00 +

14.50 14.12

12.00 +

Tiempo de protombina (Seg.)

-[25.12

14.37

6.00 T
0.00 . ,
Ex. Et. 50 mg/kg  Ex. Et. 100 Ex. Et. 200 Aspirina 100 Blanco 5 mL/kg
mg/kg mg/kg mg/kg
Tratamientos
ANOVA: p= 7,447x10

Figura 1. Tiempo de protrombina (TP) para los tratamientos con el extracto

etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho 2017
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0.00
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0.00 p2.12

45.75

Ex. Et. 50 mg/kg  Ex. Et. 100 Ex. Et. 200 Aspirina 100  Blanco 5 mL/kg
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Tratamientos

ANOVA: p=3,001x10%’

Figura 2. Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTP) para los tratamientos

con el extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho 2017
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V. DISCUSION

El uso de plantas con fines curativos surge desde tiempos remotos, donde el
hombre no contaba con ningdn otro recurso efectivo para tratar las
enfermedades que le aquejaban, siendo las plantas el Unico arsenal terapéutico
de la época. A partir de entonces y con el paso del tiempo se fue enriqueciendo
el conocimiento popular en esta materia®.

En sus comienzos, la medicina se desarrolld6 de manera empirica utilizando
principalmente las plantas disponibles en cada parte del mundo y atribuyendo
con frecuencia a las mismas un poder sobrenatural, suscitando sus virtudes
terapéuticas toda clase de creencias y supersticiones. Igualmente, se fueron
conociendo las plantas toxicas y narcéticas, empleando las primeras para la
caza y pesca y las segundas con fines medicinales y placentero®.

El desarrollo de las ciencias, especialmente la quimica, devino en un freno para
el uso de las plantas medicinales, ya que éstas comenzaron a ser sustituidas por
diversos farmacos obtenidos por sintesis quimica. Sin embargo, en la actualidad,
se ha retomado nuevamente el empleo de medicamentos herbarios, ya que
muchos estudios realizados por diversos investigadores han demostrado que las
plantas pueden ser tan efectivas como los medicamentos sintéticos, presentando
grandes ventajas con respecto a éstos®.

A pesar del enorme progreso habido en los dltimos afios en el desarrollo de
nuevos farmacos, la mayoria de ellos siguen presentando efectos secundarios,
por lo que la busgqueda de nuevos agentes terapéuticos mas eficaces y seguros
sigue siendo una parte importante de la investigacion farmacéutica. En este
sentido, el reino vegetal continla siendo una fuente interesante de nuevos
agentes farmacoldgicos, ya que existen mdultiples plantas medicinales que
poseen una gran diversidad de metabolitos secundarios con variadas
aplicaciones, de los que hasta el momento sé6lo han sido investigados una

pequefia parte®*.
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La tabla 2 muestra los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Esta nos muestra la
presencia de taninos, flavonoides, saponinas, esteroides y alcaloides. Afirmando
lo indicado por Rodriguez y col®., en su trabajo sobre la determinaron de
flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos y/o esteroides, aminoacidos libres,
carbohidratos reductores, cumarinas, alcaloides en el estudio; Evaluacion
preclinica del efecto antiinflamatorio del jugo de Morinda citrifolia L. Con este
estudio se ratifica los metabolitos secundarios encontrados en la presente
investigacion.

Por otra parte Marvel y Col**., en su trabajo presentan resultados de la
determinacion de los metabolitos del fruto, flor, hoja y raiz del noni, mediante
tamizaje fitoquimico. Obteniendo extractos acuosos del fruto que dieron positivos
para fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, lactonas, alcaloides, aceites
esenciales, aminoacidos, triterpenos, glucésidos cardioténicos y azlcares
reductores; en flor dio positivo fenoles y flavonoides, en hoja dieron positivos
taninos, flavonoides, lactonas, alcaloides y aceites esenciales y en raiz
resultaron positivos fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, alcaloides, aceites
esenciales, triterpenos y glucésidos cardioténicos. En la investigacion;
Metabolitos secundarios del Noni (Morinda citrifolia).

Lo que mas destaca es la presencia de flavonoides por la coloracion carmelita en
la fase amilica y la presencia de taninos del tipo pirocatecélicos por la coloracién
verde intensa.

En el anexo 2 y 3 se muestran las metodologias para la determinacién del
tiempo de protrombina (PT) y tiempo de tromboplastina parcial activada (TTP).
En la figura 1, muestra el tiempo de protrombina del extracto etandlico de los
frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Esta nos muestra que la aspirina 100 mg/kg
(25,125 seg.) es estadisticamente diferente de las concentraciones de 200; 100
y 50 mg/kg con 14,37; 14,12; 14,5 seg. respectivamente a un p=7,447 x10™*°. Por
su parte Diaz y col*®., determinaron el tiempo de protrombina obteniendo en el
extracto 50 mg/kg (23,5 seg.), extracto 100 mg/kg (22,6 seg.), estas fueron
diferentes a la aspirina 100 mg/kg (21,75 seg.). En el estudio; Efecto
antiagregante plaquetario in vivo y fibrinolitico in vitro del extracto etandlico de
las hojas de Oenothera rosea Aiton (chupasangre).

Los mecanismos implicados en la posible accion beneficiosa de los flavonoides

sobre el riesgo cardiovascular, pueden estar relacionados con sus propiedades
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antioxidantes (inhibiciébn de la oxidacion de las LDL), con la inhibicion de la
agregacion plaquetaria, con la modulacion de la funcién endotelial y con
propiedades antihipertensivas.®’

Otra de las propiedades que los flavonoides han mostrado es la de inhibir la
agregacion plaquetaria. Al estudiar el mecanismo de esta accion antitrombdtica.
Concluyen en su trabajo que debe haber una union selectiva de la molécula
flavonica a la pared de las plaquetas que forman un trombo. Probablemente,
desde alli y por sus propiedades neutralizadoras de radicales son capaces de
dispersar el trombo y preservar las células endoteliales del dafio oxidante, de
forma que puedan sintetizar prostaciclina y éxido nitrico normalmente.®

Como estandar se utilizé a la aspirina 100 mg, que es un farmaco muy eficaz en
estos estudios ya que el acido acetilsalicilico (AAS) inhibe irreversiblemente la
enzima ciclooxigenasa, bloqueando asi la sintesis de tromboxano A2 y la
agregacion plaquetaria.®

La figura 2, muestra el tiempo de tromboplastina parcial activada (TTP) del
extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Esta nos muestra
qgue el extracto 200 mg/kg (73,250 seg.) es estadisticamente diferente de la
aspira 100 mg/kg (69 seg.) y del extracto 100 mg/kg (52,12 seg.) a un
p=3,001x10?. Por su parte Diaz y col*., determinaron el tiempo de coagulacion
determinado que el extracto 50 mg/kg (397,5 seg.) fue diferente de la aspirina
100 mg/kg (273,75 seg.) y del extracto 100 mg/kg (232,5 seg.). En el estudio;
Efecto antiagregante plaquetario in vivo y fibrinolitico in vitro del extracto
etandlico de las hojas de Oenothera rosea Aiton (chupasangre).

Las plaquetas tienen una funcibn muy importante en el proceso de coagulacion:
interaccionando con la red de fibrina, liberan mediadores que aceleran la
coagulaciéon, y aumentan la retraccion del coagulo sanguineo. Debido a su papel
en la formacion de trombos (es necesario la activaciéon y agregacion de las
plaguetas). Se han descrito diferentes mecanismos por los que los flavonoides
inducen la inhibicibn de la agregacion plaquetaria, dependiendo del tipo y
estructura del flavonoide: quercetina, fisetina, kaempferol, miricetina, etc., que se
encuentran en diferentes fuentes alimentarias.*’

El posible mecanismo de accion de los flavonoides es inhibiendo la COX1 asi
como también modificando la concentracion de calcio en la plaqueta, cuyo

aumento es esencial para que se origine la agregacion plaquetaria.®’
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En la presente investigacion se realizé el estudio de ANOVA de los grupos de
tratamiento, se determin6 que existe diferencia significativa (p<0,05) a un nivel
de confianza de 95%, en cuanto a sus medias y varianzas.

Por otra parte Chuquitarqui y Valdivia*®, nos menciona que el andlisis de
varianza sirve para comparar si los valores de un conjunto de datos numéricos
son significativamente distintos a los valores de otro 6 mas conjuntos de datos,
en el: Estudio fitoquimico preliminar y evaluacion del efecto diurético del extracto
de laurus nobilis “laurel” en animales de experimentacion.

El anexo 11 y 14 representan las comparaciones multiples de los valores de
protrombina y tiempo de tromboplastina parcial activada (TTP) en funcién de los
tratamientos del extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”.
Donde Tukey muestra una clasificacion de los tratamientos basado en el grado
parecido existente en su media.

Chuquitarqui y Valdivia®®, nos menciona, que Tukey aplica un procedimiento de
comparacion multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. Muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias.
En el: “Estudio fitoquimico preliminar y evaluacion del efecto diurético del
extracto de laurus nobilis “laurel” en animales de experimentacién”.

Las Enfermedades Cardiovasculares son la principal causa de muerte en el
mundo. Junto con los esfuerzos en disminuir los factores de riesgo
cardiovascular, se recurre a diversos medicamentos para disminuir la
morbimortalidad asociada a estas enfermedades, entre otros farmacos se
utilizan, antihipertensivos, antidiabéticos, hipolipemiante y antiagregantes
plaquetarios. Dada la participacion de las plaquetas, tanto en las etapas
precoces de la aterogénesis como en la trombosis arterial, el uso de
antiagregantes plaquetarios es muy relevante en la prevencién primaria y
secundaria de las trombosis arteriales.**

Los antiagregantes plaguetarios han sido Gtiles en la prevencion de eventos
cardiovasculares primarios en la poblacion de alto riesgo y eventos secundarios
en individuos que ya han presentado uno o0 mas eventos cardiovasculares
trombdticos. Sin embargo, presentan algunos efectos adversos, entre otras
hemorragias, hipersensibilidad y trastornos gastrointestinales, y ademas algun
grado de resistencia a su efecto. Dada la frecuencia con las que las ECV se
presentan en el mundo desarrollado y en desarrollo, es necesaria la busqueda

de nuevos antiagregantes plaquetarios.*
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VI]. CONCLUSIONES

El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni” tiene efecto
antiagregante plaquetario in vivo.

Los metabolitos secundarios presentes en el fruto de Morinda citrifolia L.
“noni” son los taninos, flavonoides, saponinas, esteroides y alcaloides.

El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni” a dosis de 200
mg/kg presenta mayor efecto sobre el tiempo de tromboplastina parcial
activada respecto a las otras dosis y para el tiempo de protrombina los
diferentes tratamientos con el extracto no tienen diferencia significativa.

El extracto etandlico del fruto de Morinda citrifolia L. “noni” a la dosis de 200
mg/kg (73,25 seg.), presenta mejor tiempo de tromboplastina parcial
activada respecto a la aspirina 100 mg/kg (69, seg.).
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VII. RECOMENDACIONES

1. Aislar los metabolitos secundarios presentes en los frutos de Morinda
citrifolia L. “noni” y asi determinar cual es el metabolito responsable del
efecto antiagregante plaquetario.

2. Extender los estudios expuestos en esta tesis para determinar la dosis
optima del antiagregante plaquetario.

3. Elaborar formas farmacéuticas a base del fruto de Morinda citrifolia L.
“noni”.para su estudio como antiagregante plaquetario..

4. Realizar estudios farmacolégicos distintos a la actividad antiagregante
plaquetaria de Morinda citrifoia L. “noni”, puesto que el uso tradicional

menciona otras propiedades que son de gran importancia en la actualidad.
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Anexo 1.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA"”

CERTIFICA

Que. el Bachiller en Farmacia y Bioquimica, Sr. Alex Edison, LA ROSA
MENDOZA, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE ; ASTERIDAE
ORDEN : RUBIALES

FAMILIA ; RUBIACEAE
GENERO : Morinda

ESPECIE ; Morinda citrifolia L.
N.V. : ‘noni”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para los
fines que estime conveniente.

Ayacucho, 5 de Junio del 2017

Certificado de descripcion taxonémica de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho,
2017
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Anexo 2.

PLASMASCANN®
TROMBOPLASTINA CALCICA (IS! 1,40 - 1,60)
Para diagnostico “in vitro”

QUINCA CLIRICA
APUTADA S.A.

PRINCIPIC
El tiempe de protrombina ¢ tiempo de Quick es el liempo, en segundos. necesario para |z coagulacion de
un plasma una vez recalcificado al que se ha afadido un factor de externo i

cALcuLos
Calculo de INR
La utilizacion del Cociente una escala ara la

(
Tiempos largos respecto a los valores oblenidos en sujeios sanos, indican deficiencias en los faclores de
coagulacién,

UTILIDAD DIAGNOSTICA
Plasmascann® es una tromboplastina calcica liofilizada, que permite determinar variaciones en los factores
de coagulacian. especialmente factores Vi y X, idos en el i con dernvados

i d

i INR,

expresion de los resultados del tiempo de coagulacién de pacientes bajo lerapia anticoagulante oral, lo
que permite su mayor control.

Dicho cociente INR seria el obtenido con el plasma problema en cuestion, si se hubiera utilizado como
reactivo la i i de de la OMS.

Para obtener estos resultados se utiliza el Indice de Sensibilidad Internacional 1S, que nos relaciona los
cocientes de los tiempos de protrombina obtenidos con una tromboplastina cualquiera con los obtenidos.

759 ”

de vitamina K, o por alguna el sist o
Ei reactivo, obtenido a partir de un exiraclo de cerebro de conejo, se estandariza lote a lote mediante la
técnica de Hills-Ingram.
Una unica prueba de no permite

te un diagné se han de evaluar
en el contexto de todos los datos clinicos y de laboratorio obtenidos.

Los

REACTIVOS

Kit 10 x 2 ml (Ref. 99 70,44). Contiene.

A, 10 viales de tromboplastina calcica. Ref. 9370 30
Kit 10 x 4 mi [Ref. 9962 21). Conliene:

A. 10 viales de trombopiastina caicica. ef. 92 70 40

Opcionalmente, A x 500 mi citrato trisodico trihidratado al 3,8% (Ref. 99 59 59).
Listo para syiSo.

“PREPARACION DEL REACTIVO DE TRABAJO

conla i segun la

INR = R
R: tiempo de prolrombina del paciente dividido por el tiempo de protrombina medio de plasmas normales.
ISI: pendiente de la recta de calibracién, en una grafica doble logaritmica, obtenida al representar en
ordenadas los tiempos de ina de la ion i de ia y en abscisas los
tiempos de prairombina obtenidos con la tromboplastina usada.

£11S! del Plasmascann® se ha obtenido segun el protocolo de calibracién recomendado por la OMS, tal
y como se expone en el folleto de la Oficina Comuritaria de ia (C ity Bureau of

-BCR)

Plasmascann® liene un ISI entre 1,40 — 1,60. El valor real de cada lote esta indicado en la etiqueta
del vial.

Resultados
Se determina, para cada uno de los plasmas en estudio, el valor de R, una vez conacidos el tiempo de

El vial debe reconstruiise con el volumen de agua desionizada indicado en la eliqueta, agitar
y esperar 10 min. para la homogenizacion completa.

COMPOSICION DEL REACTIVO DE TRABAJO

Tromboplastina con la actividad suficiente para promover la coagulacion del plasma en las condiciones
del ensayo

CaCl.. 0.015 M.

Estebilizantes y conservantes.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

El reactivo sin rehidratar es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta. almacenado a
2.8°C. El reactiva reconstruido es estable una semana en las mismas condiciones de temperatura.

No usar el reactivo después de la fecha indicada. No congelar.

Indicaciones de alteracién de lo reactivo:

Presencia de particulas en el reactivo, después de su preparacion. Resultados obtenides con el control de
calidad fuera del rango de aceptacion.

MATERIAL NECESARIO NO SUMINISTRADO
Matenal comun de laboratorio.
Ci o0 bafio ad7c,

MUESTRA

Para Ia oblencién del plasma mezclar cuidadosamente 9 partes de sangre recién extraida con 1 parte de
solucion al 3.6 % (0,13 M) de citrato tnsodico lrihidratado (Ref. 93 59 53). Centrifugar a 3.000 rpm/5 min
y separar el sobrenadante.

Mantener ia muesira a 2-5°C hasta ei momento del ensayo. No Jemorar Ja prueba mas de 2-3 h. desde
I @xtracTién

PRECAUCIONES
Las indicaciones de seguridad se encuentran en la etiqueta de los productos. Se aconseja consultar 1a
ficha de datos de seguridad antes de la manipulacion del reactivo.

Los plasmas conliol y el plasma del paciente deben manipularse con precaucion.
La eliminacion de residuos debe hacerse segin la normativa legal vigente.

PROCEDIMIENTO

y esperar 10 min. para la

de los y el tiempo de ‘medio para plasmas normales:
Tiempo paciente (seg.)

R= e bt
Tiempo normal medio (seg.)
Se aconseja que cada
de determinacion usada. Los valores
105y 15 seg.

Con los valores R obtenidos y conociendo el IS| del lote de Plasmascann® empleado, se interpola el valor
de INR en la tabla adjunta.

Por ejemplo: R =25y ISI = 1,50, se obtiene un INR = 3,95

su tiempo de normal, en funcién de la técnica
orientativos de tiempos normales con Plasmascann® estan entre

Se puede hacer el calculo directamente aplicando la expresién:
INR =R

o lo que es lo mismo,
log INR = 1Sl x log R

En el ejemplo anterior: log INR = 1,50 x log 2,5. Haciendo i y el
lliega al valor de INR indicado en la tabla.

VALORES DE REFERENCIA

Valores para plasmas normales, expresados en % de actividad: 80 - 100 %.

Elintervalo terapéutico con anticoagulantes orales es del orden del 20-35%.

Es j que cada sUS propios ma en funcién de la metodica usada.

PRESTACIONES. CARSCTERISTICAS DE FUNCICNAMIENTO
Las presiaciones analiucas varian segun la metodica utilizada. se aconseja su determinacién para caslz
sistema en particular. Los resultados siguientes se han obtenido con un coagulémetro mecanico.

10%
194

Sensibilidad al Factor VII:

% Factor VIt

Tiempo de coagulacion seg.
Precisién en la serie, como CV%: 4.5%
Precision entre sernies. como CV%: 5,5%

Veracidad. Los resultados obtenidos con el reactivo no i igni ivas al
con el reactivo considerado de referencia.

100% | 60%
122 124

50% | 40%
13 137

30%
143

158

m%l

Los datos

1 un vial de agitar
completa.

2. Incubar el reactivo a 37* C/ 10-15 min.

3 Dispensar 0,1 ml. de plasma en tubo de hemdlisis, & incubar a 37* C /2,5 min.

4. Ahadir 0,2 mi de Plasmascanni atemperado a 37° C.

5. Poner en marcha un y el tiempo de fo del coagulo (tiempo de
Quick).

Curva de callbracion
Utilizar un "pool” de plasmas citratados, procedentes de no menos de 5 individuos varones sanos
{18-40 afios).

Dilucion - 172 13 14 110

Plasma Citratado (mi) 1 1 1 1 1

Sol. 0,8% NaCl (mi) - 1 2 k] 9

% Coagulacion 100% 50% 3% 25% | 10%
Los tiempos de 4 oblenid las ant dil e reg frente 2 Ja inversa
Ge ia uilucion. En la recta obtenida se interpolan los resultados de los pacientes para ccavertir tiempos

de coagulacion en % de actividad

RESULTADOS

Pueden expresarse en seg., en % de actividad o en INR.

Para determinar los porcentajes de actividad de las muestras, los valores en segundos se interpolan
en la tabla adjunta o en la curva de calibracion del reactivo.

Nota
Paia los sistemas de deteccion automalica se deberd tener en cuenta el manual de instrucciones
del aparalo.

del estudio de las prestaciones del reactivo estan disponibles bajo demanda.

INTERFERENCIAS

Trazas de delergente o restos de sangre en el malerial de vidrio pueden dar lugar a errores en la
determinacion.

Una temperatura de reaccion incorrecta, proporciones inadecuadas de citrato en el plasma o la ulilizacion
de muestras envejecidas pueden dar lugar a valores erroneos.

No utilizar los plasmas de la VSG.

Sila puncién venosa resulta laboricsa, existe el riesgo de aspirar tromboplastina tisular.

CONTROL DE CALIDAD

Es recomendable la inclusion de plasmas control, en cada proceso de medida para verificar los resultados.
Juego de controles Ret. 99 25 50. Contiene:

1 x 1 mi Control de Coagulacién, Nivel Bajo

1 x 1 ml Control de Coagulacion. Nive! Alto

“Poal" de plasmas humanos con niveles conacidos de factores de coagulacion.

Se aconse)a que cada laboralorio establezca su propio programa de control de calidad y los procedimientos.
de corrarcion de las decviacicnzs en las medidas.

BIBLIOGRAFIA

Sultan, C., Priolet, G., Beuzart, Y., Rosa, R., Josso, F. (1979). Técnicas en hematologia, 1a. Ed, 186-188.
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Heckermann, H.J. (1979). Thromb. Res., 15, 763-780

Procedure for the handling and processing of blood specimens. H18-A3, NCCLS, 24(38), 2004.
One-Stage Prothrombin Time Test and Activated Partial Thromboplastine Time Test, H47-A2, CLSI, 28(20),

2008.

WHO Expert Comitlee on biological standardization: Thirty-third repart. WHO Technical report series 667,
Geneve (1983) 87-107 U

van der Besselaar, A M.H.P. The certification of the second reference material for rabbit thromboplastiri.
CRM 1491. Commission of the European Communities, BCR Information. Report EUR 11686 (1988).
Loeliger. E.AA. , ICSH/ICTH. Recommendations for Reporting Prothrombin Time in Oral Anticoagulant
Control. Thromb.Haemostas. (1985), 53, 155 - 156.

Kirkwood, T.B.C. Calibration of reference
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Anexo 3

APTTest

del Tiempo de
Parcial Activada

Parala

SIGNIFICACION CLINICA

Eltiempa de romboplastina parcial activada (APTT), es una
prueba sensible a la deficiencia de factores procoagulantes
del plasma asi como a la presencia de ciertos inhibidores
de 1a coagulacion :

Sirve para delectar anormalidades en la via inirinseca de
la coagulacién, como son los factores necesarios para la
formacidn del activador intrinseco de la prolrombina, 0 sea
Jos factores VI, X, X! y Xil

También detecta deficlencias severas de los factores Il, V, X
y fibrindgeno, no siendo asi con los Irastomas plaguetarios,
Ias deficiencias de los factores VIl y XIIl ni los problemas
vasculares

La rapidez. senciliez

Utiizar
de frabajo en ef laboratorio de andfisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

. ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE

ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: estables en refrigerador (2-10°C)
hasta fa fecha de vencimiento indicada en la caja
Reactivo A: una vez reconstituido es estable durante 14
dias en refrigerador 0 30 dias congelado (-20°C)

Por esto se recomienda dividirlo en porciones, de lwlrﬁu

muy adecuada para el control de la terapéulica anticoagu-
lante por heparina. También permile Ia identificacion rdpida
de hemofilicos en potencia, a fin de poder someterios a
tratamientos preventivos prequirirgicos y evitar problemas
hemorrdgicos

FUNDAMENTOS DEL METODO

alas de trabajo

MUESTRA
Plasma
(eviiando

y colocar
proporcién 9 + 1 exacta (ejemplo: 4.5 mi de sangre + 0,5 ml
de Anticoagulante TP do Wiener lab ). Mezclar suavemente.

Centrifugar y separar el plasma antes de los 30 minutos. Es

qular i 3rc
y en presencia de un exceso de cefalina, activador y caicio.
REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: viales conteniendo cefalina con tierra de
dialomeas como activador particulado.

B. Reactivo B: solucién de cloruro de calcio 0,025 molA
REACTIVOS NO PROVISTOS

Agua bidestilada o desionizada

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivo A, preparacion;

- Abrir un vial quitando el precinto metdlico y retirando lenta-
mente el tapdn de goma para evitar pérdidas del material

- Agregar 8l volumen de agua bidestilada o desionizada
indicado en el envase.

- Verificar que la lemperatura del agua empleada no sea
mayora 37°C.

- Tapar y agitar suavemente hasla oblener una suspensiin
homogénea. Volver a homogeneizar cada vez que se

emplee.
Reactivo B: listo para usar.

PRECAUCIONES
Los reactivos son para uso diagndstico in vitro”.

efectuar | Jeringas plésticas.
b) Aditivos: para oblener el plasma debe emplearse Anti-
coagulante TP de Wiener lab. o citralo de sodio 130 mmoll
(3,8%) 0 100 mmolA (3,2%)
) Sustancias interferentes conocidas:
-L inaciones, visibles 0 no,
falsamente prolongados,

tiempos

plasma.

Referirse a la bibliografia de Young para los efeclos de las

drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el

plasma debe mantenerse en refrigerador (2-10°C) hasta el

momento de efectuar la prueba,

Este periodo no debe prolongarse més de 4 horas. En

caso de no poder procesarse en este lapso, el plasma

debe congelarse & -20°C_Este procedimiento al igual que
iz rapidez

en baflo a 37°C) previo & I determinacion

La muestra debe conservarse hasta ef momento de su and-

isis en tubos plasticos para minimizar Jos electos de activa-

cion por P o,

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)
- Tubos de hemélisis.

- Bafio de agua a 37°C

- Crondmetro.
- Fuente luminosa, para la observacion del codgulo.

PROCEDIMIENTO

Precalentar el Reactivo B anles de realizar la prueba en
bafo de agua a 37'C

En un tubo de hemdlisis colocar

Muestra (plasma desconacido o conlrol) 100l

Reactivo A (homogeneizado) 100 ul

, para oblener

de heparina m" nte.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias inlorferentes conocidas y Estabilidad e ins-
truceiones de almacenamiento en MUESTRA

El mecanismo de |a coagulacion involucea una serie de
reacciones enzimaticas que pueden sef influenciadas por
foda condicidn que afecte a los sistemas enzimaticos en
qeneral, razon por la cual se deben observar las mismas

Mezclar e incubar 3 minutos a 37°C, luego agregar.

Debe lenerse en cuenta que variaciones en la relacion anti-

Reactivo B (a 37'C) 100 uf

Disparar simuftaneamenle un crondmelro. Agilar breve-
mente para homogeneizar el contenido, mantener en el
bafio unos 25 sequndos, Luego sacar el tubo del bafio,
inclinar suavemente una vez por segundo y detener el
crondmetro en el momento de la formacidn del codgulo.
Tomar nota de! tiempo de coaguiacion.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados pueden expresarse de distinta forma.

1) Como liempo de tromboplastina parcial aclivada en
segundos.

afectan los tiempos de lromboplastina parcial activada, por
ioque se reconvenda controlar la dosis de anticoagulante
empleada al lomar la muestra.

PERFORMANCE

Reproducibilidad: procesando replicados de las mismas
muesiras en un mismo dia se obluvieron los siguientes
resultados:

Nivel Ds. cVv.
45509 £1,15eg 25%
62seg 418569 0%

PRESENTACION

y el de un plasma control,

METODO DE CONTROL DE CALIDAD
Piasma Corfrol normal - patokigico de Wiener lab.

VALORES DE REFERENCIA

El intervalo de valores observados en individuos normales
oscila enire 33-48 segundos.

& 4
de B sequndos de un plasma control.

Es recomendable que cada laboratorio procese un plasma

ne los valores obtenidos para los pacientes con el de dicho
plasma, haciendo constar estos resulados en el informe.

CURVA DE CALIBRACION

Esle mélodo es atil como control de |a respuesta a la hepa-
1ina en pacientes Iratados con este anticoagulante.

La lécnica empleada es la sigulente:

1) Preparar I

fisinlogica cuya concentracidn sea 10 Unidades/mi. Debe

plearse
2) Preparar diluciones de esla Solucion de Trabajo utilizan-
do un pool de plasmas frescos normales o Plasma Control
normal como diluyente. Se deberdn oblener diluciones de
0.8,06:04:0.2:y0,1 Undades/mi.

PO
una de eslas soiciones asi como para el pool de plasmas
yqraficar en papel semilogaritmico APTT vs. concentracion
de heparina

Flalar | nari hy

(8x2.5 mi) (Céd. 1705002).

BIBLIOGRAFIA

- Bell, WN; Alton, H.G. - Nature 174:880 (1054).
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«"Evaluacidn de un nuevo Reactivo de Tiempo Parcial de
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Anual; Bahla Blanca (1988).

~Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests®,
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Anexo 4

p
VIA INTRINSECA:
(Sistema de contacto)

\

— Xl =3 Xlla

Precalicreina Cininégeno

VIA EXTRINSECA:
(Via del factor Tisular)

Factor Tisular

N S

Calicreina X e X | Vlla + Factor Tisular + Ca™ -

X m—3 X
A Vil =>| Villa °
: Va ca™
! FP3 A
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Anexo 5.

Frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017
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Anexo 6.

Procedimientos de la obtencion del extracto etanélico de los frutos de Morinda
citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017
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Anexo 7.

EXTRACTO ETANOLICO DE
“NONI? BUNCO

ANTOCIANINAS
ey

Naoy 9 Y.

TANINOS

EXTRACTO ETANOLICO DE
“NONI"

Rvo WAGNER

Rv0 DRAGENDORFF

Rvo MaYER

EXTRACTO ETANOLICO DE
“NONI”

} “

CARDIC . -NICOS

E bTEROIl)ES

*. VONJIDES

TANINOS

Identificacion fitoquimica del extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia
L. “noni”. Ayacucho, 2017
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Anexo 8.

Procedimiento para determinar el efecto antiagregante plaquetario in vivo del
extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017
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Anexo 9. Prueba de comparaciones multiples del tiempo de protrombina del

extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017

0] @) Diferencia Intervalo de confianza
Muestra Muestra significativa Error Sig. 95%
(I-9) Limite Limite
inferior suprior
Aspirina .
100 mg/kg -10,1250 0,826 0,000 -12,501 -7,748
Extracto
Blanco 50 mg/kg 0,500 0,826 0,973 -1,8761 2,876
Extracto
100 mgikg | 087 0,826 0826 | -1501 3,251
Extracto
200mgkg | 2820 0,826 0941 | -1,751 3,001
Blanco 10,125 0,826 0,000 | 7,748 12,501
Aspirina Extracto .
100 mg/kg | 50 mglkg 10,625 0,826 0,000 8,248 13,001
Extracto .
100 mg/kg | 11000 0,826 0,000 | 8,623 13,376
Extracto .
200 mgkg | 1070 0,826 0,000 | 8373 13,126
planco -0,500 0,826 0973 | -2,876 1,876
Extracto Aspirina .
50mgkg | 100 mgkg | 10620 0,826 0,000 | -13,001 | -8248
Extracto
100 mgikg | 037° 0,826 0991 | -2,001 2,751
Extracto
200mgkg | 01?0 0,826 1,000 | -2,251 2,501
planco -0.875 0,826 0,826 | -3,251 1,501
Aspirina .
Extracto | 100 mg/kg | 1000 0,826 0,000 | -13,376 -8,623
100 mg/kg | Extracto
50 mglkg -0,375 0,826 0991 | -2,751 2,001
Extracto
200 mgkg | 020 0,826 0998 | -2,626 2126
planco -0,625 0,826 941 | -3,0011 1,751
Extracto Aspirina .
200 mglkg | 100 mgkg | 107°0 0,826 000 | -13,126 | -8373
Extracto
50 mg/kg -0,125 0,826 1,000 | -2,501 2,251
Aspirina
100 mgikg | 020 0,826 0998 | -2,126 2,626

*La diferencia media es significativa al nivel de 0,05.
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Anexo 10. Andlisis de varianza del tiempo de protrombina del extracto etandlico

de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017

Suma de Gl Media = _valor
cuadrados cuadratica P
Entre grupos 725,750 4 181,438 66,408 7,447 x10™"°
Dentro de 95,625 35 2732
grupos
Total 821,375 39
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Anexo 11. Prueba de Tukey del tiempo de protrombina del extracto etandlico de

los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017

Muestra N Subconjuntos
homogéneos (0,05)

A B
Extracto 100 mg/kg 8 14,125
Extracto 200 mg/kg 8 14,375
Extracto 50 mg/kg 8 14,500
Blanco 8 15,000
Aspirina 100 mg/kg 8 25,125
Sig. 0,826 1,00
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Anexo 12. Prueba de comparaciones multiples del tiempo de tromboplastina

parcial activada del extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”.

Ayacucho, 2017

Intervalo de confianza

(I) Muestra (J) Muestra Diferencia Error Sig. 95%
significativa Limite Limite
(1-3) inferior suprior
Aspirina *
loomgkg | 23250 | 0955 | 0000 | -25997 -20,502
Blanco | Bxtracto50 | ;055" | 0955 | 0,001 | -6997 -1,502
mg/kg
Extracto 100 -6,375" 0,955 0,000 -9,122 -3,627
mg/kg
Extracto 200 «
oo -27,500° | 0,955 | 0,000 | -30,247 -24,752
Blanco 23250 | 0,955 | 0,000 | 20,502 25,997
Aspirina Extracto 50 *
100 ma/kg maka 19,000 0,955 | 0,000 | 16,252 21,747
Extracto 100 *
ma/kg 16,875 0,955 | 0,000 | 14,127 19,622
Extracto 200 «
oo -4,250 0,955 | 0,001 | -6,997 -1,502
Blanco 4,250" 0,955 | 0,001 1,502 6,997
Extracto 50 Aspirina -
malky 100mglkg | 19000 | 0,955 | 0000 | -21,747 -16,252
Extracto 100
moka -2,125 0,955 | 0,195 | -4,872 0,622
Extracto 200 .
oo -23,250° | 0,955 | 0,000 | -25997 -20,502
Blanco 6,375 0,955 | 0,000 3,627 9,122
Extracto 100 Aspirina *
ma/kg 100mgkg | 16875 | 0955 | 0000 | -19,622 -14,127
Extracto 50
molk 2,125 0,955 | 0,195 | -0,622 4,872
Extracto 200 *
oo 21,125 | 0,955 | 0,000 | -23,872 -18,377
Blanco 27,500 | 0,955 | 0,000 | 24,752 30,247
Extracto 200 Aspirina J
ma/ke 100 malkg 4,250 0,955 | 0,001 1,502 6,997
Extracto 50 | 53 550° | 0,055 | 0,000 | 20502 25,997
mg/kg
Extracto 100 | 5y 155 | 0955 | 0,000 | 18,377 23,872
mg/kg

*La diferencia media es significativa al nivel de 0,05.
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Anexo 13. Andlisis de varianza del tiempo de tromboplastina parcial activada del

extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017

Sumade Gl Media = _valor
cuadrados cuadratica P

Entre grupos  4817,100 4 1204,275 329,616  3,001x10%

Dentro de

grupos 127,875 35 3,654

Total 4944975 39
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Anexo 14. Prueba de Tukey del tiempo de tromboplastina parcial activada del

extracto etandlico de los frutos de Morinda citrifolia L. “noni”. Ayacucho, 2017

Muestra N Subconjuntos homogéneos (0,05)
A B C D

Blanco 8 45,750

Extracto 50 mg/Kg 8 50,000

Extracto 100 mg/Kg 8 52,125

Aspirina 100 mg/Kg 8 69,000

Extracto 200 mg/Kg 8 73,250

Sig. 1,000 0,195 1,000 1,000
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Anexo 15

Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA
Efecto ¢Tendra General: El extracto Variable Bu y col., realizaron el Nivel de investigacion
antiagregante  efecto ; etanodlico del Independiente: estudio; Efecto £ aica. ;
= ) e Determinar el efecto L. Bésica-Experimental
plaquetario in  antiagregante antiagregante fruto de Extracto etandlico neurofarmacologico  de L
vivo del plaquetario in plaquetario in vivo del Morinda del  fruto de 2umo  de  Morinda Poblacion:
extracto vivo el extracto extracto etandlico del Citrifolia L. Morinda citrifolia L.  Citrifolia. Especie de Morinda citrifolia L. “noni” que crece en el
etandlico del etanélico del frito de  Morinda | honi” tiene “noni”. Sanchez y col.. distito de Palma Pampa, provincia de La Mar,
frutq de fruto_ de citrifolia L. “noni”. efepto Indicadores: realizaron el estudio; departamento de Ayacucho.
Morinda Morinda o - antiagregante : Efecto del zumo de Muestra:
itrifoli ieifoli Objetivos especificos: 0 i 4i :
citrifolia L. citrifolia L. ) P plaquetarioin  Extracto etandlico porinda citrifolia L. “noni” . L
“noni”. “noni”? « Identificar los VivO. 50 mglkg. : 2 kg de frutos de Morinda citrifolia L “noni” recolectadas
Ayacucho metabolitos . en ‘modelos de gel distrito de Palma Pampa. Una parte de la planta
2017 secundarios presentes Extracto etandlico  analgesia. recolectada se llevé al Herbarium Huamangenesis para
on ol P Eiracto 100 mg/kg. Khoswanto, realiz6 el su respectiva identificacion y su clasificacién taxonémica.
etandlico del fruto de Eggam/’k etandlico e.‘:‘t.l]fdl'p; L_Nor)u G(I\I/Io?ndta Unidad experimental
: P m . citrifolia Linn.) Gel afecta .
Morinda citrifolia L. marg i 40 ratas albinas de cepa Holfzman, con 200-250 g de
“noni” Variable en la aceleracion de
- . . fibroblastos post- Peso-
* Determinar el tiempo Dependiente: extraccion Metodologia
de protrombina (TP) y Efecto ) i ) i )
tiempo de antiagregante Garay y Col., realizaron Este estudio fue realizado conforme al método descrito
tromboplastina parcial plaguetario. el estudio; Estudio por Quick (protrombina) y Dacie (Tromboplastina parcial
activada (TTP) del Indicador: quimigo del aceite activada).
extracto etandlico del Ti ’ d ﬁ/lsenc(;al dtelf I'frUtoL' de Disefio experimental
i iempo e Morinda citrifolia Lineo . . .
fr.ltjt.? i Ee“ Morinda protrgmbina (Seg). (noni) Seran divididos de manera aleatoria en cinco grupos
. gc::nopgrar. nglnl .efecto Tiempo de ' cada uno con ocho repeticiones.
antiagregante Tromboplastina Andlisis estadistico
plaquetario del parcial activada Los resultados fueron expresados en cuadros y graficos.
extracto etandlico del (Seg.). Estas fueron sometidas al Anélisis de Varianza (ANOVA)

fruto de Morinda
citrifolia L. “noni” con
la aspirina.

con un nivel de significacion estadistica de 0,05. La
diferencia significativa que existe entre los tratamientos
fueron evaluados a través de la prueba de Tukey
(programa SPSS versién 21).

59



