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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de
trastornos del corazén y de los vasos sanguineos, que constituyen
la principal causa de mortalidad en el mundo. En la bisqueda
de alternativas para esta problematica, plantas medicinales de la
familia Euphorbiaceae, han sido empeladas con fines terapéuticos,
para prevenir, atenuar o curar los efectos generados por estas
enfermedades. El objetivo de este trabajo fue conocer el perfil
fitoquimico y evaluar la actividad anticoagulante 7z vitro de los
extractos etandlicos de las hojas de Croton malambo y Acabpha
hispida sobre plasma humano. Para ello, se obtuvo el extracto de
las hojas y se le realizé el tamizaje fitoquimico, la evaluaciéon del
Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa) y del Tiempo
de Protombina (IP). En el perfil fitoquimico, se confirmé la
presencia de alcaloides, taninos, flavonoides, leucoantocianidinas,
fenoles, sesquiterpenlactonas, glucésidos cardioténicos y terpenos.
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En la actividad anticoagulante, se evidencié la inhibicién de la
coagulacién en la via intrinseca, obteniendo resultados significativos
para el TTPa, a diferencia que el test TP, donde los resultados
obtenidos se encontraron similares al control. Esta investigacién
demuestra la accién anticoagulante de las plantas, ya que induce,
significativamente, a una mayor prolongaciéon del tiempo de
coagulacién; ambas especies presentaron una mayor actividad, a
200 mg/mL.

Palabras clave: Acalypha hispida; Croton malambo; Plantas medicinales;

Tiempo de Tromboplastina Parcial activada; Tiempo de

Protombina.
ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are a group of disorders of
the heart and blood vessels, which correspond to the principal
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causes of death in the world. In the search for alternatives to
this problem, medicinal plants of the Euphorbiaceae family have
been investigated for therapeutic purposes to prevent, attenuate
or cure the effects generated for these illnesses. The objective of
this work was to know the phytochemical profile and evaluate the
anticoagulant activity 7 vitro of the ethanolic extracts of the leaves
of Croton malambo and Acalypha hispida on human plasma. For this,
extract of their leaves was obtained, and phytochemical screening
was performed, as well as the evaluation of the Activated Partial
Thromboplastin Time (aPTT) and the Prothrombin Time (TP).
The phytochemical profile confirmed the presence of alkaloids,
tannins, flavonoids, leucoanthocyanidins, phenols, sesquiterpene
lactones, cardiotonic glycosides, and terpenes. In the anticoagulant
activity, the inhibition of coagulation in the intrinsic pathway was
evidenced, obtaining significant results for aPTT, unlike the TP
test where the results obtained were like the control. This research
demonstrates the effectiveness of the plant with anticoagulant
action since they significantly induce a longer prolongation of the
clotting time, both species showed higher activity at 200 mg/mL.

Keywords: Acalypha hispida; Croton malambo; Medicinal plants;
Activated Partial Thromboplastin Time; Prothrombin Time.

INTRODUCCION

Los eventos isquémicos en el miocardio y los accidentes
cerebrovasculares suelen ser fenémenos agudos, que se deben,
sobre todo, a obstrucciones que impiden que la sangre fluya hacia
el corazén o el cerebro (Oberreuter e al. 2014); una de las causas
mas frecuentes es la formacion de coagulos de sangre (trombos)
en las venas, que se pueden desprender y alojar en los vasos del
corazén y del cerebro (OMS, 2015).

Actualmente, en el mundo, las enfermedades cardiovasculares
representan la principal causa de mortalidad. Para 2008, causaron
el 63 % de las muertes y se estima un incremento del 15 % (44
millones), entre 2010 y 2020, alcanzando el 73 % de la mortalidad
y el 60 % de la carga de la morbilidad (ONS, 2013). En Colombia,
entre 2005 y 2017, la principal causa de muerte en la poblacién
general fueron las enfermedades del sistema circulatorio, las cuales,
presentaron una tendencia decreciente en el tiempo, pasando de
166,43 a 150,30 muertes por cada 100.000 habitantes (Minsalud,
2018).

A nivel clinico, el tratamiento de los trombos se trata con
anticoagulantes sintéticos (Jerjes-Sanchez ef a/. 2017); sin embargo,
presentan efectos adversos, como trombocitopenia, urticaria,
asma, anafilaxis, entre otras (Warkentin ez a/. 1995), lo que resulta
en una problematica mas relacionada con las enfermedades
cardiovasculares (Rocha ez a/. 2004; Trejo 1., 2004). En la basqueda
de nuevos farmacos anticoagulantes existe un mayor interés por
el uso de plantas medicinales que presenten estas actividades
biolégicas y disminuyan la presencia de efectos secundarios,
teniendo en cuenta que, en la actualidad, se presenta una tendencia
progresiva por el uso de los sistemas tradicionales de medicina
(Gallegos-Zurita, 2016).

Croton malambo y Acalpha hispida son dos especies de la familia
Euphorbiaceae que se estudian por su actividad biolégica, como
es el caso de su uso como anticoagulante (Morén Rodriguez ef .
2007; Barragan Zarate ef al. 2016). El género Croton, se caracteriza
porque sus especies poseen una gran cantidad de usos, a nivel
etnobotanica; también, se reportan varios usos interesantes en
la medicina tradicional y se destaca la presencia de metabolitos
secundarios, que se caracterizan porque poseen un amplio rango
de actividad biolégica (Coy Barrera ef al. 2016; Matara ef al. 2021).
En el caso de A. hispida, se caracteriza por sus constituyentes con
potencial para el tratamiento de muchas patologfas, debido a su
actividad antiinflamatoria y antioxidante (Siraj ef a/. 20106). Varias
investigaciones reportan las diferentes actividades biologicas
que presentan estas dos especies de Euphorbiaceae, dado que la
mayorfa de sus aceites esenciales presentan propiedades curativas
(Jaramillo C. e a/. 2010; Wardoyo e al. 2021).

Con base en lo anterior, se determiné el perfil fitoquimico y la
actividad anticoagulante  vitro, a través de las técnicas Tiempo de
Tromboplastina Parcial Activada (TTPA) y Tiempo de Protrombina
(TP), de los extractos etandlicos de las hojas de C. malambo y A.
hispida, sobre plasma humano.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo, se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de
Investigaciones-Productos Naturales adscrito a la Facultad de
Quimica y Farmacia, de la Universidad del Atlantico.

Recoleccién del material vegetal. La colecta de las hojas de
C. malambo y A. hispida, se realizé en el corregimiento de Paluato,
Galapa-Atlantico, con coordenada geograficas 10°48’N, 74°54°0
y Salgar, Puerto Colombia-Atlantico, con coordenada geograficas
11°0’N y 74°47°0, a 18 m s.nm. y ambas zonas presentan
condiciones similares de temperatura ~ 30 °C y humedad relativa
~75 %, aprox., a las 7 a.m. Las plantas crecieron en condiciones de
campo abierto y las muestras se tomaron de plantas sin evidencia
de afectacion por fitopatégenos o ataque de insectos. Las especies
estan situadas en la costa del Mar Caribe, zona con suelo franco
arcilloso, sustrato que proporciona condiciones adecuadas para
la absorcién de los nutrientes. Para la identificacion, se tomaron
dos muestras de cada especie y se enviaron al Herbario Nacional
Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Bogota.

Obtencion de los extractos etanodlicos. Se realizé un proceso de
limpieza y de secado del material vegetal a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizo el proceso de molienda, para obtener un
tamafio de particula moderadamente fino y llevado al método de
extraccion por maceracion (Teran Portelles ef a/. 2019), con etanol
al 96 %, durante 8 dias, con agitacién esporadica. Finalmente, se
filtrd y se concentrd con un rotaevaporador R-10, a 38 °C, hasta
obtener un extracto seco (Camacho-Romero ¢z a/. 2019).

Tamizaje fitoquimico preliminar. Los fueron
sometidos a un screening fitoquimico cualitativo, a través de

extractos
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ensayos de coloraciéon y de precipitaciéon (Martinez, 2008), con el
fin de confirmar los principales constituyentes quimicos presente
en los extractos etandlicos, de las hojas de C. malambo y A. hispida.
Para el caso de alcaloides, esteroides y triterpenoides, se emplearon
las pruebas descritas por Gil-Frometa ez a/. (2019) y para taninos,
saponinas, leucoantocianidinas, flavonoides, fenoles, antraquinonas
y sesquiterpenlactonas, las pruebas mencionadas por Beltran
Villanueva ez /. (2013) y Soto Vasquez (2015).

Evaluacion de la actividad anticoagulante in vitro. A partir de
los extractos secos de C. malambo y A. bispida, se tomaron 5 gy se
aforaron en un matraz de 25 mL, obteniéndose la concentracién
de 200 mg/mL; de igual modo, se realizaron diluciones de 10, 50 y
100 mg/mlL. Postetiormente, se realizé la prueba de coagulacién,
utilizando las técnicas de tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPA) y el tiempo de protrombina (ITP) y, como control negativo,
se utiliz6 plasma sanguinea normal, es decir, el valor de referencia,
en la cual, coagula la sangre en estado normal.

Analisis estadistico. El analisis estadistico, se realizé mediante el
uso de las pruebas ANOVA y Tukey, para tamafios de
muestras iguales, con un nivel del 95,0 % de confianza y p
<0,05. Para establecer la cotrelacién entre las vatiables, se
consolidé la base de datos en Microsoft Excel y se realiz6 el
plan de analisis con estadistica descriptiva, para conocer la
capacidad de formaciéon del codgulo, de manera similar en
las muestras, donde todas se realizaron por triplicado, a
través del programa estadistico Statgraphics Centurion (XV).

RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil fitoquimico. En la tabla 1, se observan los resultados
cualitativos obtenidos en la marcha fitoquimica preliminar de los
extractos etanolicos de las hojas de C. malamboy A. hispida,los cuales,
mostraron resultados positivos para metabolitos secundatios,
como alcaloides, flavonoides, esteroides y triterpenos, taninos,
leucoantocianidinas, sesquiterpenlactonas y fenoles y negativo para
los grupos quimicos de saponinas y de antraquinonas.

Tabla 1. Marcha fitoquimica preliminar de las hojas de Croton malambo y Acalypha hispida.

Tipo de compuesto Pruebas (reactivos) C. malambo A. hispida
. Hager +++ +++
Alcaloides g
Wagner +++ +++
Esteroides y triterpenoides Lieberman-Burchard + +++
Gelatina-Sal +++ ++
Taninos Dicromato de potasio +++ ++
Cafeina + +
Saponinas Espuma - -
Rosenhein ++ +
L ntocianidin Aci idri
eucoantocianidinas Acido clorhidrico 4t 4t
concentrado
Shinoda ++ ++
Flavonoides
Pews + +++
Sesquiterpenlactonas .
esquierpen‘actonas y Baljet ++ ++
glicésidos cardioténicos
Fenoles Tricloruro férrico +++ +++
Antraquinonas Acetato de magnesio - -

No hay presencia (-), se encuentra en poca cantidad (+), se encuentra en mediana cantidad (++), se encuentra en gran cantidad (+++).

Actividad anticoagulante. Los extractos delas especies C. walanbo
y A. bispida fueron probados a diferentes concentraciones, para
evaluar su actividad anticoagulante y los resultados obtenidos, se
presentan en la tabla 2; estan expresados en segundos transcurridos
hasta la formacién del coagulo. Las pruebas empleadas para la
evaluaciéon de los tiempos de coagulacion fueron: tiempo de
tromboplastina parcialmente activa, la cual, su prolongacién
(tiempo que se demora en formar un coagulo sanguineo) indica
inhibicién de la via intrinseca y tiempo de protrombina, donde su

prolongacién indica inhibicion de la via extrinseca de la cascada de
coagulacién (Zamora-Gonzalez, 2012).

En la tabla 2, se puede observar que, a concentraciéon de
200 mg/ml, el extracto de C. malambo registté un tempo de
coagulacién promedio de 39,1 segundos, mientras que el extracto
de A. hispida, a la misma concentracién, presenté un tiempo de
coagulacién promedio de 41,8 segundos. Segun lo anterior, a
estas concentraciones, los extractos se catalogan como sustancias
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Tabla 2. Actividad anticoagulante Ir vitro mediante TTPa y TP de Croton malambo y Acalypha hispida.

Especic Concentraciones TTPa TP TP
(mg/mL) (segundos)* (segundos)* (INR)*

10 29.710,06° 12.240,00¢ 1,030,069
C malambo 50 34,810,000 12,240,00¢ 1,03+0,000
‘ 100 38,120,00¢ 12,240,00¢ 1,0320,000
200 39,1%0,00¢ 12,650,007 1,0620,00¢
10 32,140,040 12,270,05¢ 1,03%0,004
A. hispida 50 34,1+0,00¢ 11,240,00¢ 0,94£0,00P
’ 100 38,610,00f 9,620,000 0,810,002
200 41,80,00" 9,540,000 0,800,004
Control negativo 29,740,01¢ 11,940,000 1,00£0,00¢

* Medias con letras dentro de cada variable para mirar grupos en subconjuntos homogéneos, segin prueba de Tukey, para p =0,05 (n=3)

+ DS Desviacion estandar.

que demoran la formacién del coagulo, puesto que sobrepasan
los 10 segundos obtenidos con el control negativo; no obstante,
en términos generales, las concentraciones de 50 y 10 mg/mlL,
para ambas especies, mostraron resultados dentro de los rangos
normales de 25 a 35 segundos, en comparaciéon con el control
negativo, los cuales, contabilizan hasta 6 segundos por encima o
por debajo del valor obtenido en el control negativo (Zamora-
Gonzilez, 2012).

En ambas especies, se evidencié una actividad anticoagulante
significativa para el TTPa, en comparacién con el control negativo
29,7 segundos, registrando tiempos de coagulacién mas amplios
a este, a excepcién de C. malambo, a 10 mg/ml, que presentd el
mismo valor. Ademas, se demostré proporcionalidad, corroborada
al observar que, en la medida que las concentraciones aumentaron,
los tiempos de coagulacién se fueron prolongando; por otra
parte, el efecto anticoagulante no se evidencié de acuerdo con
los resultados obtenidos por la prueba del TP, donde la prueba
ANOVA mostré que no habia diferencia significativa entre el valor
del TP control y las concentraciones de los extractos de C. malambo
y A. bispida.

Estudios realizados con el género Crofon, en el que se analizaron 14
especies, se determinaron la presencia de metabolitos secundarios,
como alcaloides, taninos, fenoles simples, glucésidos cardioténicos,
triterpenos y flavonoides (Payo Hill e /. 2001). En otro estudio
realizado con otras especies, como C. mutisianus, C. polycarpus,
C. phyllanthus, C. securinega y C. schiedeanus, se notd la ausencia de
saponinas y se confirmé la presencia de alcaloides, flavonoides,
taninos y terpenos (Payo Hill e a/. 2001). En otro estudio, en el
que se incluy6 a C. malambo, Jaramillo C. ef al. (2010) encontraron
los metabolitos alcaloides, terpenos, taninos, fenoles, flavonoides,
sesquiterpenlactonas y glucésidos cardioténicos, metabolitos que
concuerdan con los hallados en el presente estudio.

Para A. hispida, se reporta la presencia de alcaloides, flavonoides,
taninos, glucésidos cardioténicos y fenoles, y la ausencia de
saponinas y de antraquinonas (Onocha ez /. 2011; Osarumwense
& Okunrobo, 2013; Manikanta e a/. 2014); dichos resultados
concuerdan con los obtenidos en el estudio. Estos compuestos
demuestran el potencial terapéutico que tienen estas plantas como

antiinflamatorio (Siraj ez a/. 2016), hipoglucémico (Alfarisi ez .
2020) y antibacteriano (Noumedem e/ a/. 2013).

El modelo clasico de la coagulacion, descrita por Davie & Ratnoff
(1964), muestra cémo ocurre el proceso enzimatico en cascada
(Gomez Baute ¢f al. 2011), que se divide por dos vias, la intrinseca
y la extrinseca, siendo evaluadas por las pruebas de laboratorio
tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) y tiempo de
protrombina (TP), respectivamente. En la via intrinseca participan
los factores intrinsecos de la sangre (factores VIII, IX y XI) y la
via extrinseca, se caracteriza por requerir una sustancia activadora
extrinseca, el factor tisular (Palomo e a/. 2009).

Al analizar los resultados obtenidos frente a la evidencia (Figura
1), se aprecia concordancia con los efectos anticoagulantes de
otras plantas, como la Ricinus conmunis'y Jatropha curcas, que también
pertenecen a las euforbidceas; cabe resaltar que Gallardo-Vasquez ez
al. (2019) utilizaron para su investigacion el latex de J. cureas, lo que
podria justificar la mayor prolongacién del tiempo de coagulacion,
56 segundos, a diferencia del promedio de 40 segundos, de las otras
plantas. Ademas, segun la literatura, la Warfarina prolonga el tiempo
de coagulacién por encima de los 60 segundos, a concentraciones
muy bajas; esto quiere decir que, este agente quimico de efecto
comprobado, presenta mayor eficiencia que los extractos de las
especies vegetales estudiadas (Ku & Bae, 2014).

Enlos valores de INR (prueba de tiempo de protrombina) para cada
prueba del tiempo de tromboplastina, se observé que los resultados
de las dos especies se encuentran dentro de los referenciados para
esta prueba 0,8-1,2. Gallardo-Vasquez e7 al. (2019) reportaron en
su investigacion con el latex de J. cureas resultados similares a los
encontrados en este estudio, al obtener tiempos de coagulacién
mas prolongados, mediante el test TTPa, pero el TP no presentd
resultados significativos con referencia a los controles negativo. Por
tanto, los extractos de C. malambo y A. hispida inhiben la coagulacién
en la via intrinseca, por lo que se espera que actie sobre alguno
de los factores responsables de la conversion de la protombina en
trombina (factores VII, IX, XI y XII de la cascada de coagulacion);
pero no actian sobre la via extrinseca. L.os medicamentos, como
la Heparina y Warfarina, también actdan sobre la via intrinseca,
inhibiendo algunos de estos factores (Trejo 1., 2004).
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200 mg/mL 25 mg/mL

Croton malambo Ricinus comunis Alcalypha hispida Jatrhopa curcas

warfarina
200 mg/mL 3,745 mg/mL  0,0015 mg/mL
Osoniyi & Onajchi  Ku & Bae
(2003) (2014)

Figura 1. Comparacién del tiempo de coagulacion obtenido por TTPa reportado en la literatura (Osoniyi & Onajobi, 2003; Ku & Bae, 2014).

Se puede concluir que el extracto etandlico de las dos especies
evaluadas en dosis de 200 mg/mL actué como un anticoagulante,
inhibiendo la coagulacién en la via intrinseca, via por la que actian
los medicamentos anticoagulantes mayormente empleados, como
la Heparina y Warfarina, alargando los tiempos de coagulacion en
las pruebas empleadas en condiciones i vitro.

Conflictos de intereses: Los autores declaran que no existe conflicto
de intereses que ponga en riesgo la validez de los resultados
presentados.
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