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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE DE BROWNEA ARIZA
BENTHAM (CAESALPINIACEAE)

EVALUATION OF THE CLOTTING ACTIVITY FROM BROWNEA ARIZA BENTHAM (CAESALPINIACEAE)

Rita Marquez-Vizcaino!, Catalino de la Rosa?, Emilio J. Arrieta-Garcia!, Juan Villalba-Uparela!

Resumen

Extractos de Brownea ariza Bentham (Caesalpiniaceae) fueron activos para promover la coagulacion sangui-
nea de una manera dependiente de la dosis; el mecanismo de accion podria involucrar los procesos mediados

por el i6n calcio.
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Abstract

Extracts of Brownea ariza Bentham (Caesalpiniaceae) were active to promove blood coagulation in a doses
dependent manner; the mechanism of action could involve processes mediated by calcium ion.

Key words: Brownea ariza, extracts, coagulation, tromboplastine.

INTRODUCCION

Brownea ariza Bentham, incluida en las leguminales
y en la familia Caesalpiniaceae, es un arbol de copa
redondeada de alrededor de 9 m de alto, cuyas hojas
son alternas paripinnadas e inflorescencias en raci-
mos semiesféricos que pueden ser axilares o termi-
nales; la legumbre que presenta es comprimida de
un largo de 14 a 18 cm, aproximadamente Este ar-
bol maderable, posee propiedades medicinales ta-
les como laxantes y hemostaticas, siendo popular-
mente utilizado en casos de hemorragias internas y
heridas sangrantes (Gupta, 1995; Garcia, 1992).

De otro lado la hemostasia es entendida como el
conjunto de mecanismos que permiten un equilibrio

dindmico entre todos los procesos bioquimicos que
mantienen la fluidez de la sangre y la integridad
vascular (Casas et al., 1994; Forero y Forero, 1998).
Cualquier alteracion en dicho proceso es causa de
coagulopatias; ejemplo de ello la coagulacion
intravascular diseminada (CID), e incluso, podrian
desatarse eventos de senalizacion celular pro-
inflamatorios mediados por receptores en la super-
ficie plaquetaria activados por proteasas (PAR) o
por la liberacion de citocinas (IL-6 e IL-8). De igual
forma, la coagulacion sanguinea (que es solo un paso
del proceso hemostatico) se inicia una vez es lesio-
nado cualquier tejido, impidiéndose la salida de san-
gre gracias al trombo formado por medio del
fibrindgeno activado o fibrina. La generacion de esta
ultima puede darse en tres etapas: la primera de ellas,
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generando protrombinasa, la cual es el complejo
activador de la protrombina gracias a activaciones
sucesivas de varios factores de la coagulacion, ya
sea por la via intrinseca o la via extrinseca; la se-
gunda, generando trombina y finalmente, la forma-
cion de la fibrina (Riewald y Ruf, 2001).

Debido a la escasa informacion registrada acerca
de B. ariza Bentham, se realizo esta investigacion
de una manera preliminar, analizando la posible acti-
vidad coagulante de los extractos en plasma pobre
en plaquetas (PPP) por medio de la técnica cono-
cida como tiempo de tromboplastina parcial acti-
vada (TTPA) (tiempo de referencia 33- 48 segun-
dos), la cual evalua el proceso de coagulacion por
medio de la via intrinseca a partir del tiempo regis-
trado en la formacion del codgulo de fibrina in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se trabajo con 835 g de corte-
zas en buen estado (secas y trituradas) de B. ariza
Bentham, las cuales fueron sometidas a extraccion
mediante maceracion durante 4 dias, obteniéndose
alrededor de 163,5 g (rendimiento del 19,58%) del
extracto total en etanol.

Del extracto total 150 g fueron fraccionados me-
diante columna flash utilizando como fase estacio-
naria silica 60GF ., y como fase movil (éter de pe-
tréleo, cloroformo, acetato de etilo, etanol y meta-
nol) obteniéndose cinco fracciones codificadas co-
mo F1, F2, F3, F4, y F5 las cuales se sometieron a
concentracion a presion reducida en rota evaporador
y enuna campana de vacio para eliminar totalmente

el solvente orgénico.

Pruebas de coagulacion. Se llevo a cabo la técni-
ca conocida como tiempo de tromboplastina par-
cial activada (TTPA) usando el kit distribuido por
Wienner Lab. (Wiener Laboratorios S. A.).

Obtencion de Plasma Pobre en Plaquetas. Las
pruebas se realizaron en plasma obtenido de san-
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gre extraida de 3 pacientes sanos, no fumadores y
sin dependencia de drogas. El anticoagulante usa-
do fue citrato de sodio al 3,8%. La sangre citratada,
se centrifugd a 2.500 rpm durante 10 min, recupe-
randose el Plasma Pobre en Plaquetas.

Se preparo6 el extracto y las fracciones a una con-
centracion de 500 mg/ml usando como vehiculo
solucion salina, para determinar cual extracto y frac-
cion presentaba reaccion de coagulacion sobre plas-
ma pobre en plaquetas.

Conociendo los extractos con los que se presento
enturbiamiento y/o solidificacion en el plasma, se
prepararon concentracion de 500.0, 250.0, 50.0,
10.0y 1.0 mg/ml.

Para la técnica tiempo de tromboplastina parcial
activada se emplearon como controles positivos el
reactivo de tromboplastina parcial activada y el clo-
ruro de calcio (CaCl,) 0,025 M y como control
negativo solucion salina.

Analisis Estadistico. El analisis estadistico se basd
en un andlisis de correlacion (incluyendo la estadis-
tica de prueba t) y de regresion lineal y, un analisis
de varianza (ANOVA) para tamafios de muestras
iguales, con el fin de establecer la correlacion exis-
tente entre las dos variables sometidas a experimen-
tacion y la capacidad de darse la reaccion de for-
macion del coagulo de fibrina de manera similar en
muestras de plasma obtenida de sangre extraida de
tres pacientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al reemplazar el reactivo de TPA, no se eviden-
ci6 cualquiera de las dos caracteristicas a consi-
derarse como positivas en la reaccion de coagu-
lacion in vitro (enturbiamiento y/o solidificacion),
lo cual resulta légico si se tiene en cuenta que
dicha reaccion no tendré lugar mientras no esté
participando la tromboplastina parcial en presen-
cia de calcio i6nico.



Marquez et al.

Reemplazado el CaCl, por la concentraciones de
500.0, 250.0, 50.0, 10.0 y .01 mg/ml del extracto
total, F4 y F5 se evidenci6 reaccion de formacion
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del coagulo de fibrina en las muestras de plasma.
Los resultados de estas pruebas se muestran en la
tabla 1.

Tabla 1. Resultado de la técnica TTPA reemplazando el CaCl, indicandose los tiempos (promedios) en segundos de cada
paciente usando las concentraciones en mg/ml del extracto total, fraccion cuatro y fraccion cinco

Muestras Concentracion Tiempo muestra | Tiempo muestra | Tiempo muestra
mg/ml de sangre 1 de sangre 2 de sangre 3
Extracto Etanol 500 16,04 16,07 15,78
250 30,93 30,81 32,24
50 31,78 29,75 29,24
10 31,49 29,56 29,83
1 32,12 30,02 29,48
Fraccion 4 500 32,20 37,31 34,61
250 41,11 43,97 40,18
50 44,38 49,44 44,14
10 50,4 55,92 53,58
1 56,9 59,84 59,04
Fraccion 5 500 82,5 61,5 50,16
250 64 46,8 50,5
50 40,69 36,42 38,86
10 36,47 31,83 33,23
1 33,85 32,40 30,59

La prueba se realiz6 por duplicado, cuya diferencia
no sobrepasaba el 5%, siendo los datos aceptados
por la minima variacion presentada entre ellos. El
andlisis de correlacion lineal entre las dos variables
sometidas a experimentacion, demostraron una co-
rrelacion lineal cercanaa 1y -1, siendo significati-
vas las correlaciones, empleando una prueba de hi-
potesis formal basada en la estadistica de prueba ¢
con valores de a especificos para el extracto y frac-
ciones (0,20 para el extracto total, 0,10 para frac-
cion cuatro y 0,05 para fracciéon cinco).
Rechazandose la hipotesis nula acerca de no haber
correlacion lineal significativa, ya que los resultados
corroboran la afirmacion de una correlacion entre
el tiempo y la concentracion requeridos para la for-
macion del coagulo de fibrina in vitro.

Al comparar el tiempo de 33-48 segundos regis-
trado por la TPA control positivo, se observo que

el extracto total a una concentracion de 500mg/ml
muestra solidificacion en el plasma pobre en
plaquetas a un tiempo de 16,04 segundos; en la frac-
cion cuatro se dio la reaccion a los 32,20 segundos
estando dentro de los rangos registrados por TPA,
siendo el comportamiento de éstos en forma inver-
sa proporcional a la concentracion, la fraccion cin-
co mostraron un comportamiento diferente, ya que
la reaccion se presentd en forma directa propor-
cional a la concentracion. Esto del punto de vista
farmacoldgico es interesante, ya que se presenta la
formacion del codgulo de fibrina utilizando la con-
centracion minima 1 mg/ml en un tiempo de 33,85
segundos.

En el analisis de varianza (ANOVA) para tama-
fos de muestras iguales comparando los valores
medios de las tres muestras de sangre, el nivel de
a utilizado fue 0,05, demostrandose que las tres
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muestras provenian de poblaciones cuyas medias
eran iguales, puesto que el valor estadistico de
prueba fue inferior en todos los casos al nivel de
a ensayado.

El calcio es fundamental para que ocurra la activa-
cion de los factores implicados en la activacion de
la protrombina en el proceso de formacion de la
fibrina (Casas et al., 1994; Forero y Forero, 1998).
Al reemplazar el CaCl, por las concentraciones
ensayadas, los resultados obtenidos muestran que
los metabolitos secundarios presentes en los extrac-
tos potencian el proceso de la coagulacion median-
te la via intrinseca cuyo efecto en el plasma pobre
en plaquetas es notorio; sin embargo, in vivo se lle-
van a cabo diversas reacciones dentro del proceso
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hemostatico que necesariamente dependen de una
concentracion adecuada de calcio.

Los resultados obtenidos de la técnica aplicada
muestran que las concentraciones ensayadas del
extracto total y fracciones cuatro y cinco de corte-
zade B. ariza Bentham, potencian la activacion de
los factores implicados en el proceso de la coagu-
lacion sanguinea mediados por el calcio.
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