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RESUMEN DEL TRABAJO

En el 2017, las enfermedades cardiovasculares fueron la principal causa de
muerte en México, caracterizandose por la formacién de trombos que pueden ocluir los
vasos sanguineos. En la terapia antitrombdtica, la aspirina y la heparina, previenen la
formacion de trombos, mientras la estreptoquinasa disuelve los formados. Sin embargo,
dichos farmacos han reportado diversos efectos secundarios. Asi, las fuentes vegetales
son opcion al tratamiento farmacolégico debido a sus menores efectos secundarios. La
chaya (Cnidoscolus aconitifolius), empleada para mejorar la circulacion sanguinea,
posee metabolitos antitrombéticos pertenecientes a los flavonoides, saponinas y
triterpenos. Sin embargo, se requiere evidencia que compruebe su actividad frente a este
padecimiento. En este estudio se evalué la actividad antitrombdética in vitro y se
identificaron los metabolitos mayoritarios de extractos de chaya. Las hojas se secaron,
molieron y maceraron, obteniendo los extractos acuoso (Ac), etanélico (EtOH), aceténico
(An), acetato etilico (AcOEt), éter dietilico (Et.O) y hexanico (Hx). Los extractos fueron
evaluados a 0.1, 1.0 y 10.0 mg/mL mediante los ensayos inhibicion de la agregacion
plaquetaria (IAP), inhibicion de la fosfolipasa A: (IFAz), tiempo de protrombina (TP),
tiempo de tromboplastina parcialmente activada (TTPA) y lisis del codgulo (LC). Se
emple6 cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para
identificar los metabolitos mayoritarios en los extractos con mayor actividad
antitrombadtica. En la prueba IAP, los extractos Ac y EtOH a 10 mg/mL presentaron 100%
de inhibicién. En la prueba IFA., los extractos con mayor efecto fueron el EtOH, Et,O y
Ac a 10 mg/mL. En los ensayos TP y TTPA los extractos Ac y An a 10 mg/mL,
presentaron el mayor efecto anticoagulante y en la LC, los extractos con mayor actividad
fueron el AcOEt, An y Hx a 10 mg/mL. Los extractos Ac y ETOH presentaron mayor
potencial antitrombdtico y por su naturaleza quimica, anicamente el EtOH fue analizado
por GC-MS. Dicho extracto reporté poseer vitamina E, diversos acidos grasos y
triterpenos. En conclusion, el extracto etandlico de chaya presenté mayor actividad
antiagregante que el control positivo y todos los extractos demostraron moderada
actividad inhibitoria de la fosfolipasa A;, anticoagulante y fibrinolitica en comparacién con
los controles positivos.
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ABSTRACT

In 2017, cardiovascular diseases were the leading cause of death in Mexico,
characterized by the formation of thrombi that can occlude blood vessels. In
antithrombotic therapy, aspirin and heparin, prevent thrombus formation, while
streptokinase dissolves the formed ones. However, these drugs have reported various
side effects. Thus, plant sources are an option to drug treatment due to its lower side
effects. Chaya (Cnidoscolus aconitifolius), used to improve blood circulation, has
antithrombotic metabolites belonging to flavonoids, saponins and triterpenes. However,
evidence is required to prove your activity against this condition. In this study the
antithrombotic activity was evaluated in vitro and the major metabolites of chaya extracts
were identified. The leaves were dried, ground and macerated, obtaining the aqueous
(Ac), ethanolic (EtOH), acetonic (An), ethyl acetate (AcOEt), diethyl ether (Et20) and
hexane (Hx) extracts. The extracts were evaluated at 0.1, 1.0 and 10.0 mg/mL by the
tests inhibition of platelet aggregation (IAP), inhibition of phospholipase A: (IFA)),
prothrombin time (TP), partially activated thromboplastin time (TTPA) and clot lysis (LC).
Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) was used to identify major
metabolites in extracts with greater antithrombotic activity. In the IAP test, the Ac and
EtOH extracts at 10 mg/mL had 100% inhibition. In the IFA; test, the extracts with the
greatest effect were EtOH, Et20 and Ac at 10 mg/mL. In the TP and TTPA trials, the Ac
and An extracts at 10 mg/mL had the highest anticoagulant effect and in the LC, the
extracts with the highest activity were AcOEt, An and Hx at 10 mg/mL. The Ac and ETOH
extracts showed greater antithrombotic potential and due to their chemical nature, only
EtOH was analyzed by GC-MS. Said extract reported having vitamin E, various fatty acids
and triterpenes. In conclusion, the ethanolic extract of chaya showed greater
antiaggregant activity than the positive control and all the extracts demonstrated
moderate inhibitory activity of phospholipase A, anticoagulant and fibrinolytic compared
to positive controls.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel
mundial. La OMS calculé que, en 2018 murieron por esta causa 19.9 millones de
personas, lo cual represento el 31% de todas las muertes mundiales, mientras que en
México, en el 2017, estas enfermedades fueron las responsables del 19% de muertes.
Entre las patologias incluidas se encuentran las cardiopatias coronarias, las
enfermedades cerebrovasculares y las arteriopatias periféricas, teniendo en comun la
formacion de trombos intravasculares, los cuales pueden obstruir los vasos sanguineos,
causando isquemia e incluso la muerte. El objetivo del tratamiento antitrombdtico
consiste en prevenir la formacion de trombos o disolverlos. Los farmacos antitrombaéticos
han sido clasificados seglin su mecanismo de accién en antiagregantes, anticoagulantes
y fibrinoliticos. Entre algunos se encuentran el agente antiagregante acido acetilsalicilico,
los anticoagulantes rivaroxaban y apixaban y el fibrinolitico estreptoquinasa, los cuales
provocan efectos secundarios, tales como hipersensibilidad, hiperplasminemia y
hemorragias.

Por lo anterior, la busqueda de alternativas naturales se convierte en una opcion
viable al tratamiento de la trombosis. A lo largo del mundo diversas plantas han sido
empleadas para el tratamiento de las enfermedades tromboembdlicas, siendo la chaya
un ejemplo de la medicina tradicional maya. La accion biologica de las plantas se debe
a los metabolitos secundarios, compuestos que las plantas biosintetizan para protegerse
de la radiacion ultravioleta solar, patégenos y otras plantas que amenazan su
crecimiento. La diversidad y distribucion de estos compuestos por el reino vegetal es
variable segun la familia o especie vegetal. De los metabolitos presentes en chaya, los
triterpenos, saponinas, flavonoides y acidos fendlicos, han demostrado inhibir las
enzimas o receptores involucrados en el proceso trombadtico.

La chaya, ha sido escasamente estudiada bajo el enfoque cientifico por sus
efectos antitrombdéticos. Ebenezer et al. (2014) indicaron que, el extracto metandlico de
chaya, en un estudio in vitro, demostré un efecto fibrinolitico, mientras que, Garcia-
Rodriguez et al. (2014) demostraron el efecto cardioprotector del extracto etandlico de
de chaya, empleando un modelo de ratas inducidas a isquemia/reperfusién. Achi et al.
(2018) han reportado el efecto anticoagulante de una fraccién metandlica de hojas de
chaya. Debido a la falta de estudios que comprueben el uso de la chaya como agente
hemostatico, el presente trabajo tiene como objetivo la evaluacion de la actividad
antitrombdtica de diversos extractos derivados de hojas de chaya y la identificacion de
los metabolitos mayoritarios presentes en los extractos con mayor actividad
antitrombatica.






ANTECEDENTES

Enfermedades cardiovasculares: un problema en salud a nivel mundial

En el 2017, las enfermedades cardiovasculares (ECV) fueron la principal causa
de muerte en el mundo, con 19.9 millones de casos, lo equivalente al 31% de las muertes
mundiales (OMS, 2018). La OMS prevé que para el afio 2030, las ECV continten siendo
la primera causa de muerte, aproximando que la cifra de personas fallecidas aumente
hasta las 23.6 millones (OMS, 2015).

El alto consumo de alimentos ultra-procesados, los cuales, se encuentran
alterados por la adicion de sustancias tales como sal, aceite, azucares, grasas saturadas
y trans, puede ocasionar problemas de salud, tales como el sobrepeso, la obesidad, la
diabetes, la hipertension y las dislipidemias, los cuales, son considerados factores de
riesgo para las ECV (Moreira et al., 2018; Poti et al., 2015). Aunado al consumo de estos
alimentos, la ingesta excesiva de alcohol, la inactividad fisica y los habitos de fumar
tabaco, pueden incrementar el riesgo de padecer estas complicaciones (Gaziano, 2017;
Kubota et al., 2017; Ricci et al., 2018).

En México, en el 2017, estas enfermedades fueron las responsables del 23%
de muertes (IHME, 2017). Las enfermedades trombdéticas son las patologias mas
comunes subyacentes de los trastornos cardiovasculares, afectando a nivel
cerebrovascular, coronario y periférico (Hira et al., 2016). Segun el Instituto de Métricas
y Evaluacion de la Salud (IHME por sus siglas en inglés), en México, el 82% de las
muertes debidas a las ECV, son causadas por los eventos tromboticos. Se caracterizan
por la formacién de trombos, los cuales pueden provocar la obstruccion parcial o total
del flujo sanguineo, disminuyendo el transporte de oxigeno al corazén, lo que causa
dolor en el pecho, inflamacién crénica e incluso infarto (Hardman, 2018; Hira et al., 2016;
Koupenova et al., 2017; Wolberg et al., 2015). El proceso anterior es conocido como
trombosis. La formacién de los trombos es debida a diversos estados patoldgicos, entre
los cuales, Virchow identificé los siguientes: disfuncién endotelial, alteraciones del flujo
sanguineo y estados hipercoagulables (Crowley y Hunt, 2017).

a) Alteraciones en el flujo sanguineo

En estado fisiol6gico, la sangre circula en régimen laminar. Las plaquetas,
fluyen en el centro del vaso sanguineo, separado del endotelio por una capa de plasma
con movimiento mas lento. Sin embargo, factores como la hipertension arterial y la
formacion de la placa aterosclerdtica, alteran el flujo sanguineo hacia un estado
turbulento. En este régimen, se facilita el contacto de las plaquetas con el endotelio y se



impide la entrada de inhibidores de los factores coagulantes (Mitchell, 2013). Asimismo,
el flujo sanguineo turbulento causa lesiones al endotelio, alterando las uniones
intercelulares y causando adelgazamiento del glucocalix. Lo anterior favorece la
migracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y monocitos a la intima subendotelial
(Zmystowski y Szterk, 2017).

b) Lesion endotelial

La ingesta excesiva de alimentos ricos en grasas saturadas promueve la
acumulacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la pared endotelial, permitiendo
el paso de monocitos y LDL a la subintima endotelial (Mundi et al., 2018). Esto produce
un estado inflamatorio cronico, en el que se generan radicales libres debido a los
sistemas lipooxigenasa y Oxido nitrico sintetasa, los cuales oxidan las LDL. Los
macrofagos, al fagocitar las LDL, no son capaces de degradarlas, convirtiéndose en
células espumosas (Aluganti-Narasimhulu et al., 2016). La rotura del ateroma depende
del equilibro entre la sintesis y degradacion del tejido conectivo. Cuando la placa es rota,
el colageno y diversas proteinas endoteliales quedan expuestas, lo cual puede promover
la adherencia de plaquetas y la formacién de trombos (Hansson et al., 2015).

¢) Hipercoagulabilidad

La diabetes y el cancer han demostrado estar intimamente relacionadas con las
enfermedades tromboéticas. La hiperglucemia y la hiperinsulinema aumentan la
reactividad de las plaquetas (Fejes et al., 2017), mientras que las células cancerosas,
expresan una elevada concentracion de proteinas coagulantes, de esta forma, dichos
trastornos favorecen la formacién de trombos sanguineos (Falanga et al., 2015).

Formacién de trombos y tratamiento farmacoldgico

La formacién de trombos se lleva a cabo mediante dos procesos que ocurren
simultaneamente: la agregacion plaquetaria y la coagulacioén sanguinea. Dichos trombos
pueden obstruir el flujo sanguineo en diversos tipos de vasos sanguineos, de esta forma
clasificando la trombosis en arterial 0 venosa. En ambos casos el trombo esta compuesto
por una malla de fibrina y agregados plaquetarios. Sin embargo, los trombos arteriales
son comunmente formados después de la ruptura de la placa aterosclerética, siendo las
plaquetas las principales células que lo constituyen. Este tipo de trombosis se produce
en sitios de flujo turbulento sanguineo, siendo es la causa del infarto de miocardio y del
accidente cerebrovascular (Tomaiuolo et al., 2017). En la trombosis venosa, se forma un
agregado rico en fibrina y glébulos rojos, el cual puede originarse en zonas donde la
pared endotelial se encuentra intacta y el flujo sanguineo es lento. La activacién del
proceso de coagulacién es el principal mecanismo en este tipo de trombosis y es la
causa de las arteriopatias periféricas. En ambos tipos de trombosis, debido a la



constante activacion de las enzimas plaquetarias y coagulantes, la fibrindlisis se
encuentra disminuida, lo que atentda la disolucibn de los trombos sanguineos
(Engelmann y Massberg, 2013; Koupenova et al., 2017).

Conociendo la naturaleza del trombo, es posible administrar una terapia eficaz.
El trombo arterial debe tratarse con agentes antiagregante, mientras que la trombosis
venosa, debe tratarse con farmacos anticoagulantes. Ambos tipos de terapia previenen
la extension y recurrencia del trombo, pero no disuelven los ya formados. Asi, la terapia
fibrinolitica es empleada para disolver dichos trombos (Sikka & Bindra, 2010).

Agregacion plaquetaria, coagulacion sanguinea Yy fibrinolisis. Procesos
involucrados en la trombosis.

Cuando ocurre la ruptura de la placa aterosclerética, diversas proteinas quedan
expuestas, tales como el colageno y el factor de von Willebrand (FvW). Las plaquetas,
como se presenta en la Figura 1, mediante diversos receptores se unen a dichas
proteinas desencadenando diversas reacciones bioquimicas, enmarcadas en el proceso
de activacion y secrecion. Por un lado, diversas enzimas plaquetarias son activadas,
entre ellas la fosfolipasa A.. Dicha enzima cataliza la liberaciéon de &cido araquidonico,
el cual es convertido mediante las enzimas ciclooxigenasa (1 y 2) y tromboxano sintetasa
al agente reclutador de plaquetas tromboxano A; (Deppermann, 2018). Por otro lado, las
plaguetas liberan diversas sustancias, entre ellas el ADP, el cual sefializar4 los
receptores P,Y1y P2Y12 y promovera un cambio conformacional plaquetario, junto con la
activacion del receptor GPlIb/llla. De esta forma, debido a la accion del tromboxano Az
y del ADP, se promueve el reclutamiento de plaquetas y su unién mediante fibrin6geno
y el receptor GPIIb/llla (Leslie, 2015; Yun et al., 2016).

Simultdneamente, diversos factores coagulantes trabajan de manera conjunta.
Son designados con niumeros romanos, acompafado por una letra “a” en caso de estar
activados. Siete son enzimas serin proteasas que circulan en forma inactiva (ll, VII, 1X,
X, XI, XIl'y precalicreina) y son activadas por un cofactor (factor tisular, calcio, V, VIl y
quininégeno de alto peso molecular).
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Figura 1. Diagrama general de los procesos involucrados en la trombosis.

La via extrinseca es activada después de la ruptura de la placa aterocleroética,
cuando el factor tisular (FT), expresado en la membrana endotelial, se une al FVII,
activando al FIX y al FX. Al mismo tiempo, la via intrinseca, a través del FXIl y del
complejo coladgeno, kininégeno de alto peso molecular y calcio, promueven la activacion
del FX. Ambas vias convergen en la activacion del FX, denominando a las reacciones
subsecuentes via comun. El FXa junto con el FVa, activan la enzima trombina, la cual
convierte el fibrinégeno en fibrina. Mediante el FXIIl, una enzima transglutaminasa, la
fibrina es entrelazada con otras moléculas iguales para formar una red tridimensional, la
cual refuerza el tapdn plaquetario, estabilizando el trombo sanguineo (O’Donnell et al.,
2019; Weidmann et al., 2017).

La constante activacion de la enzima trombina promueve la activacion del
inhibidor de la fibrindlisis, lo que atenua la lisis del codgulo. De esta forma se inhibe la
conversion de la fibrina a sus productos degradables (Chapin y Hajjar, 2015).



Inhibicion farmacoldgica de los procesos involucrados en la trombosis

Los inhibidores de la agregacion plaquetaria previenen la formacion tapones
plaguetarios mediante el bloqueo de alguno de los receptores plaquetarios o interfiriendo
en la generacidn de algun agonista. Los farmacos antiagregantes pueden clasificarse en
1) inhibidores de la ciclooxigenasa, 2) inhibidores de la fosfolipasa A;y 3) antagonistas
del receptor P2Y1y P2Y12.

1) El acido acetilsalicilico, mediante la acetilacién del residuo serina 529,
bloquea el acceso del acido araquidénico hacia el sitio activo de la enzima
ciclooxigenasa, de esta forma se inhibe la produccion del tromboxano A» (Patrignani &
Patrono, 2018).

2) El &cido aristoléquico, inhibe la proteina quinasa activada por mitdgeno p38
(p38 MAPK), promoviendo la sintesis de éxido nitrico y reduciendo la movilizacién del
calcio, de esta forma, se inhibe la accion catalitica de la fosfolipasa A. (Shen et al., 2008).

3) Las tienopiridinas se convierten en el higado en varios metabolitos activos.
Se unen de manera irreversible mediante enlaces disulfuro con residuos de cisteina en
los receptores P,Y1y P2Yi,, antagonizando la accion del ADP (Koenig-Oberhuber &
Filipovic, 2016).

Los farmacos anticoagulantes se clasifican en: 1) Inhibidores directos de la
trombina, 2) inhibidores indirectos de la trombina e 3) inhibidores directos del FX.

1) Ximelgatran y dabigatran son convertidos por el higado a su forma activa.
Inactivan tanto a la trombina libre como a la unida a fibrina, evitando la conversién de
fibrinbgeno en fibrina (Hess et al., 2017).

2) Los metabolitos activos de Apixaban y rivaroxaban se unen directamente al
sitio activo del factor Xa, de esta manera se inhibe la activacion de la trombina (Harter et
al., 2015).

3) La heparina no fraccionada se une a la antitrombina Il y segun la longitud de
la cadena polisacarida, puede inhibir la accién de la trombina o del factor X. La heparina
fraccionada o de bajo peso molecular, obtenida mediante degradacion enzimatica, posee
un efecto anticoagulante mas predecible, debido al menor tamafio de la cadena
polisacéarida (Oduah et al., 2016).



Los farmacos fibrinoliticos han sido clasificados segin su desarrollo en 4
generaciones.

1) Primera generacion. El farmaco estreptoquinasa convierte tanto al
plasmindgeno unido a la fibrina como al circulante, en su forma activa de plasmina, para
promover la degradacién de la red de fibrina en productos degradables. Debido a su
inespecificidad, causa la ausencia de plasmindégeno en el plasma (Weitz et al., 2012).

2) Segunda y tercera generacion. Mediante tecnologia de ADN recombinante,
se ha producido el t-PA como alteplasa, reteplasa y tenecteplasa. Debido a la ausencia
de varios sitios de union a la fibrina, presentan mayor especificidad que la
estreptoquinasa (James & Zehnder, 2012).

3) Cuarta generacion. Ancrod, extraido del veneno de Calloselasma
rhodostoma, modifica estructuralmente el fibrinégeno, lo que conlleva a la disminucion
de la viscosidad sanguinea y mejora la circulacién en las zonas afectadas (Kirmani et
al., 2012).

El sangrado gastrointestinal es el efecto secundario més reportado por el acido
acetilsalicilico. Se han reportado algunos casos de resistencia a este farmaco, debida a
que su accion interfiere de forma selectiva en una de las varias vias de la activacion
plaquetaria (Khan et al., 2018; Pettersen et al., 2015). Los anticoagulantes no deben ser
administrados en pacientes con insuficiencia hepatica, debido a que esta es la principal
via de su eliminacién. Los fibrinoliticos de primera generacién no son especificos a la
fibrina, lo que causa fuertes hemorragias. Los de segunda y tercera generacion han
provocado arritmias y el de cuarta generacion, ancrod, ha sido asociado con hemorragias
cerebrales. Por lo que la basqueda de alternativas naturales para el tratamiento de las
enfermedades tromboticas, se ha vuelto una opcion viable (Zhang et al., 2014).

Alternativa natural contra la trombosis.

La medicina alternativa se basa en el consumo de extractos preparados a partir
de diversas partes de las plantas, como hojas semillas, flores y raices (Amin y Khan,
2016). Segunla OMS, entre el 65% y el 80% de la poblacién de los paises en desarrollo,
utilizan plantas como atencién primaria a problemas de salud (OMS, 2011). La principal
razén del uso de la medicina alternativa para el tratamiento de las enfermedades
trombdticas, se centra en que los compuestos presentes en el extracto o alimento de
origen natural, pueden tener diversos sitios diana, lo que generalmente reduce los
efectos secundarios (Fuentes y Palomo, 2014).



Después de China, con casi 5000 especies de plantas medicinales, México
posee el segundo nimero mas alto con 4500 registradas (Mufeton-Pérez, 2009). En el
estado de Puebla, los habitantes tehuacanenses emplean diversas plantas de la familia
Euphorbiaceae y el género Jatropha por sus efectos anticoagulantes (Hernandez-
Nicolas et al., 2018). En Yucatan, una planta perteneciente a esta familia, Cnidoscolus
aconitifolius, ha sido utilizada para mejorar la circulacién sanguinea (Ankli et al., 2000;
Ross-Ibarra y Molina-Cruz, 2002).

Cnidoscolus aconitifolius como alternativa natural contra la trombosis

Cnidoscolus aconitifolius, cominmente conocida como chaya en Yucatan, es
un arbusto perenne de hoja grande y de crecimiento rapido. Esta planta es originaria de
la region maya de Guatemala, Belice y el Sureste de México (Ross-Ibarra y Molina-Cruz,
2002). Actualmente, también puede encontrarse en las regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo, incluyendo Africa, el sur del desierto Sahara y la India
(Ganiyu, 2005). La caracteristica principal de esta especie es la presencia de tricomas
urticantes que causan fuerte dolor cuando son estimulados (Melo y Sales, 2008;
Wurdack y Davis, 2009). Ross-lbarra y Molina-Cruz (2002) identificaron cuatro
variedades dentro de la especie aconitifolius, las cuales se presentan en la Figura 2. La
variedad estrella y picuda han sido clasificadas como especies silvestres, mientras que
chayamansa y redonda, son consideradas variedades domesticadas, siendo
chayamansa la mas empleada en la medicina tradicional y como alimento.

Figura 2. Muestra de la diversidad morfolégica de hojas de chaya. | “estrella”, Il “picuda”,
lll “chayamansa” y IV “redonda” (Ross-lbarra y Molina-Cruz 2002).



Consumo y valor nutritivo

La chaya se consume de manera similar a la espinaca (Spinaca oleraceae), por
lo que también es conocida como “espinaca maya”. Sin embargo, el contenido de
vitaminas, minerales y aminoacidos presentes en las hojas de chaya, es superior a los
hallados en la espinaca (Adanlawo y Elekofehinti, 2012; Erfani et al., 2007; Obichi et al.,
2015). En relacion a las enfermedades cardiovasculares, se ha demostrado que el
consumo de dichos nutrientes, regula diversos mecanismos implicados con las
enfermedades trombdticas, tales como la presion arterial sistélica y diastélica, la
oxidacion de las lipoproteina de baja densidad y la produccién de 6xido nitrico en los
vasos sanguineos (May & Qu, 2010; Rebholz et al., 2012; Stamler et al., 1996).

Las hojas de chaya contienen glicésidos cianogénicos, los cuales, al ser
consumidos producen cianuro de hidrégeno, causante de efectos nocivos a la salud
como nauseas, vomitos, dolor de cabeza, convulsiones y por ultimo la muerte. Sin
embargo, se ha descrito que estos compuestos son reducidos a concentraciones
menores de 0.025 mg HCN/g mediante procesos como el secado y la coccién (Bolarinwa
et al., 2016; Kuti & Konoru, 2006; Ross-Ibarra & Molina-Cruz, 2002).

Uso de la chaya en la medicina tradicional

En relacion a las enfermedades cardiovasculares, las hojas de chaya han sido
empleadas en forma de infusiones y macerados para purificar la sangre y mejorar la
circulacion sanguinea, existiendo poca informacion acerca del mecanismo de accion
relacionado a estos efectos bioldégicos (Ross-lbarra y Molina-Cruz, 2002).

La actividad biolégica de los extractos preparados a base de plantas, se debe
principalmente a diversos compuestos que sintetiza la planta, denominados metabolitos
secundarios. El consumo de estos compuestos, ejerce un efecto benéfico en la salud
humana, ayudando para la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades, entre
ellas las tromboticas (Ain et al., 2016; Chen et al., 2015; Vasanthi et al., 2012)

Metabolitos secundarios presentes en las hojas de chaya

Las plantas, sintetizan diversos compuestos mediante dos tipos de
metabolismo: primario y secundario. El metabolismo primario es el encargado de
producir carbohidratos, proteinas y lipidos, compuestos necesarios para el crecimiento
y desarrollo de la panta. En el metabolismo secundario, las plantas emplean una
cantidad del carbono y de la energia asimilada del metabolismo primario, para la sintesis
de diversas moléculas organicas que no parecen tener una funcion directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios y asimilacién de nutrientes (Avalos-Garcia y Pérez-Urria,
2009; Pérez-Pérez, 2006).
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Los metabolitos secundarios se sintetizan en pequefas cantidades y presentan
una distribucién variable en el reino vegetal, es decir, su produccion, en algunos casos
es restringida a un determinado género, familia, incluso especie vegetal (Avalos-Garcia
& Pérez-Urria, 2009; Mazid et al., 2011). Las plantas utilizan estos compuestos para su
proteccion contra depredadores y patégenos microbianos. Otros, son pigmentos que
proporcionan color a flores y frutos, atrayendo a insectos polinizadores o animales, que
contribuiran a la dispersion de las semillas. De igual forma son utilizados para poder
competir con otras plantas por luz, agua y nutrientes (Gutzeit y Ludwig-Muller, 2014).
Segun su ruta metabdlica de biosintesis, presentada en la Figura 3, han sido clasificados
en: terpenos, compuestos fendlicos, policétidos y alcaloides (Mazid et al., 2011).

Metabolismo primario
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Figura 3. Principales rutas biosintéticas del metabolismo secundario en plantas.

En la medicina tradicional, para la obtencion de extractos vegetales, se han
desarrollado diversas técnicas que permiten la separacibn de los metabolitos
provenientes de tejidos vegetales, mediante procedimientos estandarizados. La
extraccion por maceracion es uno de los métodos méas empleados, debido a que las
temperaturas bajas no provocan la descomposicién ni alteraciéon los compuestos a
extraer (Gupta et al. , 2012). Comunmente se emplean diversos disolventes tales como
agua, etanol, acetato de etilo, metanol y hexano. El solvente a emplear para la
extraccion, debe ser elegido en funcién a la planta y al efecto bioldgico deseado, pues
estos compuestos presentan diferente solubilidad (Rababah et al., 2010). Diversos
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estudios han identificado los metabolitos secundarios presentes en chaya mediante
técnicas cualitativas, las cuales, Unicamente indican la presencia o ausencia de dichos
metabolitos. En la Tabla 1 se presenta el perfil de metabolitos secundarios de chaya
extraidos a partir de diversos disolventes (Molina-Naranjo, 2007).

Tabla 1. Comparacion de los andlisis cualitativos de extractos de hojas de chaya.

Awoyinka Adaramoye Adeniran et Otitolaiyey _Garcia-

AUTOT o1 Al (2007) etal. (2011)  al. (2013) A(SZ%EZ?, ef%?_réggfj)
Disolvente Acuoso Metandlico  Etandlico _Etg_r Hexano
dietilico

Alcaloides - + + + -
Saponinas + ++ + N.A. N.A.
Flavonoides - +++ - + -
Esteroides N.A. N.A. + - +++

Terpenos N.A. N.A. + N.A. N.A.
Triterpenos N.A. N.A. N.A. + N.A.

N.A. = no analizados, “-“ = presencia negativa, “+” = presencia positiva, “++” = presencia

fuerte, “+++” = presencia muy fuerte

De acuerdo a la Tabla 1, las saponinas se encontraron presentes en agua,
metanol y etanol, aunque en éter dietilico no se analiz6 la presencia de estos
compuestos, en general, son solubles tanto en solventes polares y apolares debido a
que poseen regiones hidrofilicas e hidrofébicas (Oleszek y Hamed, 2010). La solubilidad
de los flavonoides depende de la unién que puedan tener con moléculas glicosidicas,
siendo solubles en solventes polares aquellos que presentan sustituciones glicosidicas
(Bartnik y Facey, 2017; Martinez-Flérez et al., 2002). Por ultimo, los esteroides y
terpenos poseen caracter hidrofébico, siendo solubles en solventes polares aquellos que
poseen sustituciones con grupos hidroxilo (Martins et al., 2017).

Asi mismo, diversos estudios han reportado el contenido cuantitativo de
metabolitos secundarios en hojas de chaya, los cuales son presentados en la Tabla 2.
Dichos estudios han reportado que la chaya posee saponinas, alcaloides y compuestos
fendlicos como flavonoides y taninos hidrolizables.
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Tabla 2. Comparacion de analisis cuantitativos de metabolitos secundarios presentes en
hojas de chaya

Metabolitos (Jaramillo-Jaramillo (Obichi et al., (Orji et al., 2016)
et al., 2016) (mg/g) 2015) (mg/q) (mg/g)
Saponinas 4.45 +0.03 1249 +0.2 0.0630+ 0.0013
Alcaloides 1.01 £0.02 1745+ 6.5 0.0196 + 0.0026
Fenoles 5.60 +0.03 N.A 0.3302 + 0.0032
_Taninos 1.40 % 0.02 57.2 +0.00 N.A
hidrolizables
Flavonoides N.A. 237.2+0.2 0.0295% 102 + 0.0009

N.A. = No analizados

Identificacion de metabolitos secundarios de hojas de chaya y su efecto antitrombético

La identificacion de los metabolitos secundarios es una tarea importante en la
obtencion de extractos con actividad antitrombdtica, ya que esto, permite proponer el
mecanismo de accion por el cual dicho extracto posiblemente ejerce su efecto bioldégico
(Razborzek et al., 2007). De entre las técnicas empleadas para la identificacion de los
metabolitos secundarios de extractos de hojas de chaya, se encuentran la cromatografia
de liquidos y la cromatografia de gases. El primer tipo de cromatografia, ha permitido
identificar metabolitos polares y no volatiles, mientras que la cromatografia de gases, ha
permitido identificar metabolitos volatiles y térmicamente estables. La cromatografia de
liquidos con ayuda del detector de arreglo de diodos, ha logrado identificar diversos
acidos fendlicos, mientras que, con el espectrometro de masas, se han identificado
diversos flavonoides y saponinas (Ramos-Gomez et al., 2016). Por otro lado, la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas ha permitido identificar
triterpenos pentaciclicos (Pérez-Gonzalez et al., 2017; Pérez-Gonzéalez et al., 2018). De
los metabolitos que han sido identificados en las hojas de chaya, se han descrito que los
triterpenos, las saponinas y los compuestos fendlicos poseen efecto antitrombdéticos.
Algunos sitios diana de dichos metabolitos son presentados en la Figura 4.

Terpenos

Constituyen la clase mas grande de metabolitos secundarios, con
aproximadamente 25,000 compuestos. Suelen ser insolubles en agua y derivan de la
union de unidades de 5 &tomos de carbono, llamadas isoprenos, de esta forma se
clasifican en: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y
politerpenos, cada uno de ellos formados por la unién de 2, 3, 4, 6, 8 y mas de 8 unidades
de isopreno, respectivamente (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009; Sato, 2014). Los
terpenos derivan del dimetilalil difosfato (DMAPP) y del isopentenil difosfato (IPP),
provenientes de las rutas del 4cido mevaldnico, activa en el citosol, y de la ruta del
metileritrol fosfato (MEP), activa en cloroplastos (Christianson, 2017; Sato, 2014).
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Figura 4. Sitios de accion biolégica de los metabolitos presentes en hojas de chaya en
el sistema implicado en la trombosis.

Los triterpenos pentaciclicos y las saponinas triterpénicas presentes en hojas
de chaya, han demostrado poseer actividad antitrombdtica. Ambos tipos de metabolitos
son derivados del escualeno, terpeno formado por 6 unidades de isopreno, y en la Figura
5 se presentan la estructura quimica de aquellos reportados en chaya. Poseen en su
estructura quimica 5 anillos de 6 miembros cada uno, donde Unicamente la alfa amirina
presente estructura triterpénica del tipo ursano, y el resto de triterpenos y saponinas
poseen estructura del tipo oleanano. Las saponinas, ademas, presentan sustituciones
glicosidicas en las posiciones 3y 28, lo que les otorga caracter anfipético.
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Figura 5. Estructura quimica de los triterpenos y saponinas triterpénicas con actividad
antitrombdtica presentes en hojas de chaya.

La mezcla racémica de los triterpenos a y B amirina, los cuales han sido
identificados en las hojas de chaya, han demostrado actividad antiagregante en pruebas
in vitro en plasma sanguineo humano. La méaxima inhibicién de la agregacion plaquetaria
observada, empleando como agonista ADP 3 uM, fue del 60%, resultante de emplear
una concentracion de 200 uM de la mezcla racémica. De igual forma, esta mezcla de
metabolitos logro inhibir el 41% y el 27% de la agregacion inducida por colageno (10
pMg/mL) y acido araquidénico (150 pM), a concentraciones de 150 y 200 uM
respectivamente (Aragdo et al., 2007). Las saponinas triterpénicas con esqueleto
oleanano, las cuales han sido identificadas en chaya, han demostrado poseer efecto
antiagregante en plasma sanguineo de conejo, contra el agente agregante ADP (5 uM).

No se han realizado estudios donde se evalle el efecto fibrinolitico de las
saponinas triterpénicas y los triterpenos pentaciclicos. Sin embargo, algunos estudios
indican que este tipo de metabolitos podrian estar involucrados en la activacion del
plasminégeno. Khatun et al. (2013) al evaluar el efecto fibrinolitico de un extracto
metandlico de la planta Ardisia humulis, sugirieron que el efecto estudiado fue debido a
los triterpenos pentaciclicos, mientras que Klafke et al. (2012), al evaluar el mismo efecto
en la planta Campomanesia xanthocarpa, sugirieron que las saponinas triterpénicas
estuvieron involucradas en el proceso de lisis.

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o mas grupos hidroxilo
unidos a un anillo bencénico. Se estima que aproximadamente 10,000 compuestos
fendlicos pueden ser encontrados en las plantas, de los cuales, algunos pueden ser
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solubles en agua o en solventes organicos (Saltveit, 2010). Son sintetizados a partir de
dos rutas metabdlicas secundarias: la ruta del acido shikimico, productora de la mayor
parte de estos compuestos en plantas, y la ruta del acetato, de poca utilidad en plantas
superiores (Saltveit, 2010). Una clasificacién de este tipo de compuestos fue propuesta
por Evans (1989), quien los categoriz6 segun el numero de atomos de carbono en su
esqueleto central. A continuacion, se presentardn aquellos compuestos fendlicos
reportados en chaya y que han reportado poseer actividad antitrombatica.

a) Compuestos fendlicos simples (Cs-Cn, 1 < n < 3)

Son los méas ubicuos en las plantas. Los grupos sustituyentes que se unen al
anillo bencénico son: aldehido, cetona y alcohol. Estos grupos pueden ir unidos
directamente al anillo bencénico, dando estructuras Ce-C1 0 unidos a través de 1 o0 2
carbonos al anillo bencénico, resultando en estructuras Cs-C, y Ces-Cs. Los acidos
fendlicos con actividad antitromboética que han sido identificados en chaya, son el
ferdlico, elagico, p-cumarico, cafeico y protocatecuico, presentados en la Figura 6.

HsC—O
HO \ OH
(@]
Acido ferulico Acido elagico Acido p-cumdrico
CeCs (CsCa)y CeCs
HO o]
HO
HO \ OH
OH
o]
OH
Acido cafeico Acido protocatecuico
CeCs CeCy

Figura 6. Estructura quimica de los compuestos fendlicos simples con actividad
antitrombatica presentes en hojas de chaya.

El acido elagico, un dimero fendlico con estructura (CsC1)2, ha demostrado inhibir
la agregacion plaquetaria inducida por colageno (5 pg/mL) y ADP (20 uM) en plasma
sanguineo humano y mediante un estudio in silico, demostré poseer alta afinidad hacia
la isoforma 2 de la enzima ciclooxigenasa, al formar 4 puentes de hidrégeno con diversos
residuos aminoacidicos presentes en el sitio activo de dicha enzima (El-Shitany et al.,
2014; Moschona et al., 2017).

16



El acido ferdlico, un acido hidroxicinAmico con estructura CsCs, a 10 pg/mL,
reportd inhibir un 30% de la liberacion de serotonina desde las plaquetas obtenidas de
ratones. Dicha liberacibn de serotonina fue promovida por la enzima trombina a
0.25U/mL. Este mismo metabolito, junto con los &cidos p-cumarico, cafeico y
protocatecuico han demostrado prolongar la coagulacién sanguinea en plasma
sanguineo humano y murino (Choi et al., 2018; Wee et al., 2010).

b) Flavonoides

Los flavonoides constan de dos anillos de benceno (A y B) enlazados a través
de un anillo de pirano heterociclico (C). Las diferentes clases de flavonoides difieren en
el patron de sustitucion del anillo C, mientras que los compuestos individuales dentro de
una clase difieren en el patrén de sustitucion de los anillos Ay B (Pietta, 2000). Liu et al.
(2010) mediante un estudio QSAR (por sus siglas en inglés relaciobn cuantitativa
estructura-actividad) concluyeron que la inhibicion de la trombina aumenta cuando el
flavonoide posee: grupo hidroxilo en la posicion 3 del anillo C, grupos hidroxilo en el
anillo B, doble enlace entre el carbono 2y 3y doble enlace entre el carbono 4 y un atomo
de oxigeno. Entre los flavonoides evaluados por Liu et al. (2010) por su actividad
inhibitoria de la enzima trombina y que han sido reportados en la chaya se encuentran
el kaempferol, quercetina, rutina, naringenina, rutina, amentoflavona y dihidromiricetina,
cuyas estructuras quimicas se presentan en la Figura 7.

Naringenina
OH
HO o} O
| OH oy
o
O

o OH
0]
H1C )
HO
HO
OH

Rutina Amentoflavona Dihidromiricetina

Figura 7. Estructura quimica de los flavonoides con actividad antitrombdtica presentes
en las hojas de chaya.
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De igual forma se ha reportado que los flavonoides quercetina y kaempferol
tienen efecto antiagregante. Al ser evaluados a una concentracion de 10 uM,
demostraron inhibir la agregacion plaquetaria inducida por el ADP 10 yM en un 90%
(Mira et al., 2017). También se ha reportado que el flavonoide kaempferol tiene efecto
fibrinolitico y es capaz de lisar trombos en 77% a una concentraciéon de 100 pg/mL
(Rajput et al., 2011).

Actividad antitrombatica de extractos de hojas de chaya

Con respecto a la actividad antitromboética de hojas de chaya existen pocos
estudios que evidencien esta actividad. Garcia-Rodriguez et al. (2014) empleando un
modelo de ratones CD1 inducidos a un estado de isquemia, indicaron que aquellos
tratados con 500 mg de una fraccion etandlica de chaya por kg de peso corporal,
presentaron una reduccién del 10% en el dafio al ventriculo izquierdo del corazoén
causado por la isquemia, comparado con aquellas que no recibieron el tratamiento. Los
autores mencionan que, el efecto pudo deberse a la activacibn del compuesto
vasodilatador éxido nitrico, estimulado por el extracto metandlico.

Un estudio realizado para medir la actividad fibrinolitica debido a diversos
extractos es el reportado por Ebenezer et al. (2014). En este trabajo se reportd que el
extracto metandlico de hojas de chaya, a una concentracién de 100 pug/mL, presentd una
lisis del coagulo del 48.38%, mientras que el medicamento estreptoquinasa (30,000 Ul)
causo una lisis del 60.2%. Estos autores, al analizar el potencial fibrinolitico de otras 10
plantas y con base a sus resultados, sugirieron que aquellas plantas con bajas
concentraciones de calcio y zinc poseen un mayor efecto fibrinolitico, pues ambos
metales participan en el proceso de coagulacion, contrario a la lisis del codgulo.

Recientemente se ha reportado el efecto anticoagulante debido a un extracto
de hojas de chaya en ratas albinas inducidas a diabetes con el farmaco estreptozotocina
(Achi et al., 2018). Las ratas diabéticas, presentaron incrementos en la concentracion
del fibrinbgeno plasmatico y en el conteo de plaquetas en plasma, lo cual estaba
correlacionado con la disminucién de los tiempos de coagulacién de las pruebas tiempo
de trombina, tiempo de protrombina y tiempo de tromboplastina parcialmente activada,
pruebas relacionadas a las vias comuln, extrinseca e intrinseca de coagulacion
respectivamente. Las ratas que recibieron el extracto metanélico de hojas de chaya a
250 y 500 mg/kg de peso corporal, presentaron un decremento de la concentracion de
fibrin6geno y del conteo de plaquetas, asi como los tiempos de coagulacién antes
mencionados fueron prolongados practicamente a los valores normales de coagulacion.
Los resultados anteriores demuestran el efecto anticoagulante del extracto metandlico
de chaya.
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HIPOTESIS

Los extractos de hojas de chaya presentan efecto antitrombético en los
procesos involucrados en la agregacién plaquetaria, la coagulaciéon sanguinea y la
fibrindlisis, debido a los metabolitos secundarios que contienen.
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JUSTIFICACION

A nivel mundial las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
muerte. En México, el 23% de las defunciones totales en el afio 2017 fueron debido a
las cardiopatias coronarias, enfermedades cerebrovasculares y arteriopatias periféricas.
Estas complicaciones tienen en comun la formacion de trombos sanguineos, lo cuales
pueden ocluir de manera parcial o total los vasos sanguineos. Para prevenir la formacion
de dichos trombos y promover la disolucién de los ya formados, se emplean farmacos
antitrombdticos, tales como los antiagregantes, anticoagulantes y fibrinoliticos. Sin
embargo, la terapia antitrombdtica ha demostrado provocar numerosos efectos
secundarios, como la hiperplasminemia y los sangrados gastrointestinales. Por lo que
una alternativa, es la busqueda de plantas que puedan coadyuvar en el tratamiento de
las enfermedades cardiovasculares.

La medicina tradicional, por afios ha sido empleada por diversas culturas para
el tratamiento y prevencién de diversas enfermedades. Se ha reconocido que, los
metabolitos secundarios de las plantas empleadas en la medicina tradicional, son
capaces de contrarrestar las alteraciones bioquimico-metabdlicas desencadenadas en
enfermedades como las cardiovasculares. Por lo que La basqueda de alterativas que
coadyuven al tratamiento de las ECV, es un objetivo de diversos grupos de investigacion.

La chaya, ampliamente consumida en la peninsula Yucateca, es originaria de
la region de Guatemala, Belice y México; la cual, ademas de ser una fuente importante
de proteina y minerales, ha sido empleada por la cultura maya para el tratamiento de
enfermedades, tales como la diabetes y la enfermedad renal. Particularmente, estudios
dirigidos por Ebenezer et al. (2014), Garcia-Rodriguez et al. (2014) y Achi et al. (2018)
han reportado que los extractos obtenidos de hojas de chaya presentan efecto
fibrinolitico, cardioprotector y anticoagulante, respectivamente.

Se ha reportado que las hojas de chaya contienen &cidos fendlicos, flavonoides
y triterpenos. Por otro lado, diversos reportes han demostrado que dichos metabolitos
poseen actividad asociada al tratamiento de las ECV, como la antiagregante,
anticoagulante vy fibrinolitica. Por lo anterior, este estudio tiene como finalidad evaluar la
actividad antitromboética de extractos de hojas de chaya obtenidos con diferentes
disolventes.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antitrombotica in vitro e identificar metabolitos de extractos
de hojas de Cnidoscolus aconitifolius.

Objetivos especificos

Determinar la actividad antiagregante in vitro de extractos de Cnidoscolus
aconitifolius utilizando plaquetas humanas.

Determinar la actividad inhibitoria de la enzima fosfolipasa A, de extractos de
Cnidoscolus aconitifolius empleando eritrocitos de sangre humana.

Determinar el efecto inhibidor de la coagulacion in vitro de extractos de
Cnidoscolus aconitifolius en plasma sanguineo humano.

Determinar la actividad fibrinolitica de extractos de Cnidoscolus aconitifolius en
sangre humana.

Identificar los metabolitos mayoritarios de los extractos de Chidoscolus
aconitifolius con mayor actividad antitrombdética por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

En la Figura 8 se presenta el diagrama metodolégico para la evaluacion de la
actividad antitromboética de los extractos de hojas de C. aconitifolius. De manera general,
las hojas de la variedad chayamansa fueron adquiridas del huerto “Los Achiotes”, en el
municipio de Timucuy, Yucatan. Las hojas fueron secadas a temperatura de 40°C en
una estufa de conveccién. Seguidamente se obtuvieron los extractos en una proporcién
de 1:10 (p/v) empleando agua, etanol, acetona, acetato de etilo, éter dietilico y hexano
como disolventes. Esto se realizé en los laboratorios Ciencia de Alimentos, Ingenieria
Quimica y Tecnologia de los Alimentos, todos ellos pertenecientes a la Facultad de
Ingenieria Quimica. Posteriormente, se evaluo la actividad antitrombdtica de los
extractos empleando los siguientes ensayos: Inhibicion de la agregacion plaquetaria,
inhibicion de la fosfolipasa A, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina
parcialmente activada vy lisis del coagulo, los cuales fueron realizados en el Laboratorio
de Hematologia del Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi.
Seguidamente, los extractos con mayor actividad antitrombética se analizaron por
cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas, para identificar los
metabolitos mayoritarios. Dichos analisis fueron realizados en el Laboratorio de Analisis
Instrumental, perteneciente a la Facultad de Ingenieria Quimica.

Obtencion del
material vegetal,
L secado y molienda )

Agua

Acetona

Etanol

Acetato de etilo
Eter dietilico
Hexano

Obtencidn de los
extractos

Dilucidn de los
extractos en
DMSO 0.1% (v/v)

+ Inhibicidn de la agregacion
plaguetaria

- Inhikicidn de la fosfolipasa A,

+ Tiempo de protrombina

+ Tiempo de tromboplastina
parcialmente activada

+ Lisis del codgulo

Pruebas
antitromboticas

Mayor
actividad /"

Si

Identificacion de los
metabolitos mayoritarios
mediante GC-MS

Figura 8. Diagrama metodologico para la evaluacion antitrombotica e identificacion de
metabolitos mayoritarios de extractos de chaya.
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Obtencion del material vegetal y de los extractos

Las hojas de Cnidoscolus aconitifolius variedad chayamansa fueron
recolectadas en el mes de octubre del afio 2017. La muestra vegetal fue identificada por
el Doctor José Luis Tapia Mufioz con el folio 69489 y depositada en el Departamento de
Recursos Naturales del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) para futura
referencia. Las hojas se secaron a 40°C durante 24 horas en una estufa de conveccion,
con circulacion de aire, y se molieron en un molino Cyclotec. Antes de preparar los
extractos, las hojas procesadas se almacenaron en bolsas de polietileno, a temperatura
ambiente y protegidas de la luz.

Preparacion de los extractos

Antes de la extraccion, se determiné el porcentaje de humedad de las hojas, el
cual fue 6.4 + 0.32 %. De esta forma los extractos se prepararon tomando el peso de las
hojas en base seca. Se realizaron extracciones no secuenciales e independientes,
empleando la técnica de maceracion, a temperatura ambiente, por 48 horas, en una
proporcion 1:10 (p/v) y con agitacién continua a 150 rpm empleando un agitador orbital
Thermolyne Big Bill (M49235, E.U.A.). Los extractos se prepararon utilizando 250 mL de
agua, acetona, etanol, acetato de etilo, éter dietilico o hexano. Los extractos se filtraron
empleando papel Whatman #50. Posteriormente, los extractos se concentraron a presion
reducida, empleando un evaporador rotatorio IKA (RV10C, Alemania) y se almacenaron
en viales de vidrio de 5 mL previamente pesados. Finalmente, los extractos se
congelaron vy liofilizaron en un dispositivo Labconco (FreeZone 2.5L Benchtop, E.U.A.),
para remover la humedad. Los extractos se almacenaron a 4°C y en obscuridad hasta
su posterior andlisis. El porcentaje de rendimiento de cada extracto se calcul6é con la
formula:

e

%C = x 100

bs

Donde
M. es el peso del extracto después de liofilizarlo

Mos €s el peso en base seca de las hojas pulverizadas
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Evaluacién de la actividad antitrombética in vitro

Para la evaluacion de la actividad antitrombotica de los extractos se emplearon
las pruebas de inhibicion de la agregacion plaquetaria, tiempo de protrombina, tiempo
de tromboplastina parcialmente activada, lisis del codgulo e inhibicién de la fosfolipasa
A.. Los extractos liofilizados se disolvieron a la respectiva concentracion en
dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.1% en solucién salina, para ser evaluados a las
concentraciones finales de 0.1, 1.0 y 10.0 mg/mL tomando en cuenta el volumen del
componente sanguineo a emplear.

Recoleccién de la sangre

Las muestras de sangre se tomaron bajo previa autorizacion. Para asegurar que
los participantes seleccionados para el estudio fueran sanos y no tuvieran antecedentes
hemorragicos o trombaticos, se les hizo firmar una carta de consentimiento informado
(Anexo 1). La sangre venosa se retiro entre las 8 y 10 am de la vena antecubital utilizando
la técnica vacutainer. La sangre fue colocada en tubos vacutainer de 4.5mL con citrato
de sodio para su posterior uso en las pruebas antitrombéticas. Los residuos peligrosos
biolégicos infecciosos generaros fueron identificados para ser separados y clasificados
inmediatamente después de su generacion de acuerdo a la NOM-087-SEMARNAT-
SSA1- 2002 en:

a) Sangre liquida y sus derivados

b) Objetos punzocortanes (jeringas y agujas)

Actividad antiagregante

La actividad antiagregante de los extractos se evalué mediante las técnicas
inhibiciébn de la agregacién plaquetaria inducida por ADP e inhibicion de la enzima
fosfolipasa Az, con la finalidad de determinar silos metabolitos presentes en los extractos
de chaya bloquean los receptores plaquetarios afines al ADP (P2.Y1y P2Y12) e inhiben la
desesterificacion de los fosfolipidos plaquetarios.

Inhibicién de la agregacién plaquetaria

Esta prueba midi6é el cambio de la densidad 6ptica del plasma rico en plaguetas
luego de adicionar un agonista agregante. Conforme las plaguetas se agregaron, el paso
de la luz por el plasma aumentd, de esta forma el equipo registr6 el aumento de la
transmitancia. La agregacion plaquetaria se determiné siguiendo la metodologia
propuesta por Miyashita et al. (1999). Las muestras de sangre se colocaron en tubos
vacutainer de 4.5 mL con citrato de sodio para evitar su coagulacién. Para obtener
plasma rico en plaquetas (PRP), los tubos vacutainer se centrifugaron a 900 rpm durante
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15 min, el sobrenadante se retiré y se colocd en un tubo siliconizado. El precipitado se
centrifugd a 3,500 rpm durante 15 min para obtener el plasma pobre en plaquetas (PPP).
Se afadi6 250 uL de PPP en una celda de vidrio y se colocé en el receptaculo del
agregdmetro de la marca BIO/DATA® (PAP-8E, E.U.A.) para ajustar la transmitancia al
100%. El PRP fue ajustado a 300 x 10° plaquetas por pL empleando un citmetro
hematico Sysmex (KX-21, Japon) y como diluyente solucién fisiolégica (NaCl 0.9%, p/v).
162 uL de PRP fueron reajustados a 200 x 10° plaquetas por microlitro afiadiendo 63 uL
del respectivo extracto y fueron colocados en una celda de vidrio con barra imantada en
el receptaculo del agregémetro. El PRP fue incubado por 8 minutos y pasado el tiempo,
se adicionaron 2 pL de una solucién acuosa de difosfato de adenosina (ADP) 10 mM,
esperando 6 min aproximadamente para su medicion. El control negativo consistio en
DMSO 0.1%. Para el control positivo se diluy6 una tableta efervescente de aspirina. La
transmitancia se graficé con ayuda del programa computacional Start PAP-8E V2.1.0 de
la marca BIO/DATA®. El porcentaje de inhibiciébn de agregaciéon plaquetaria (IAP) se
calculd con la siguiente férmula:

%AM
%AC

%IAP = (1 _ ) % 100

Donde:
% AM es el porcentaje de agregacion plaquetaria de la muestra

% AC es el porcentaje de agregacion plaquetaria del control negativo

Inhibicion de la fosfolipasa A:

Esta prueba midi6 la accion de la enzima fosfolipasa A, empleando veneno de
serpiente y una solucién de eritrocitos. La enzima provoca la desesterificacion del acido
araquidoénico de la membrana eritrocitaria, de esta forma se libera hemoglobina la cual
es cuantificada empleando un espectrofotémetro. La inhibicion de la fosfolipasa A; se
determind siguiendo la metodologia reportada por (Reddi et al., 2014). Se utilizé veneno
de la serpiente Bothrops asper, el cual contiene de 23 a 45% de la enzima fosfolipasa A-
(Alape-Giron et al., 2008). El veneno fue adquirido de una serpiente Bothrops asper,
perteneciente a la UMA “Tsaab Kaan”, con registro SEMARNAT-UMA-IN-0183-YUC-10.
El veneno fue liofilizado y suspendidé en buffer de fosfatos a una concentracion de
335,000 pg/mL. Por otro lado, los eritrocitos de la sangre humana colectada se lavaron
tres veces con buffer de fosfatos y luego, se suspendieron en dicho buffer a un conteo
de 1.2 x 108 células/uL. A esta solucion se le afadié 1% de albumina de huevo y la
mezcla resultante fue considerada como sustrato del veneno de serpiente. Para realizar
la prueba se mezclaron 100 pL de eritrocitos, 100 pL de veneno a 100 mg/mL y 50 pL
de DMSO 0.1% como control negativo o 50 pL del respectivo extracto. La mezcla anterior
se incubd por 30 min a 37°C, se centrifug6 a 3,200 rpm por 5 minutos y el sobrenadante
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fue colocado en una placa de 96 pozos. Las absorbancias se midieron a 540 nm con un
lector de placas BioTek (EIx800, E.U.A.). Para obtener el porcentaje de inhibicién de
empleé la formula:

L Abs muestra
%Inhbicion = 100 — (100 X —)
Abs veneno

Donde:

Abs muestra es la absorbancia del sobrenadante cuando fue afadido el
correspondiente extracto

Abs veneno es la absorbancia del sobrenadante cuando fue afiadido el veneno
y DMSO 0.1%

Actividad anticoagulante

La actividad anticoagulante de los extractos de chaya fue evaluada mediante
las técnicas inhibicién tiempo de protrombina y tiempo de tromboplastina parcialmente
activada, con la finalidad de determinar si los metabolitos presentes en los extractos de
chaya inhiben los factores coagulantes de las vias extrinseca e intrinseca
respectivamente. Ambas pruebas emplearon plasma pobre en plaquetas, el cual se
obtuvo como se describié con anterioridad.

Tiempo de protrombina y tiempo de tromboplastina parcialmente activada

En la prueba del tiempo de protrombina, al afadir el factor tisular al plasma
sanguineo, se formo el complejo FT-FV, el cual promovié la coagulacion debido la via
extrinseca. Eltiempo de protrombina se determind siguiendo la metodologia reportada
por Jagtap et al. (2012). Para ello, 50 yL de PPP fueron mezclados con 50 yL del
respectivo extracto, y dicha mezcla fue incubada a 37°C por 2 minutos. Pasado el tiempo
se afadieron 100 pL del reactivo de protrombina, el cual consiste en factor tisular, y se
midio el tiempo que tarda el plasma en formar un coagulo sanguineo con la ayuda de un
coaguléometro de la marca Stago (Start, E.U.A.). Los tiempos fueron expresados como
prolongacion de la coagulacion relativa al plasma sin extracto. El control negativo y
positivo consistieron en DMSO 0.1% y heparina 75 USP respectivamente.

En la prueba tiempo de tromboplastina parcialmente activada, al afiadir cefalina
y una mezcla de fosfolipidos al plasma sanguineo, se formé el complejo de precalicreina-
FXII, el cual promovié la coagulacion debido la via intrinseca. El tiempo de
tromboplastina parcialmente activada se determiné siguiendo la metodologia reportada
por Jagtap et al. (2012). 50 yL de PPP fueron mezclados con 50 L del respectivo
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extracto, y dicha mezcla fue incubada a 37°C por 2 minutos. Pasado el tiempo se
afiadieron 100 pL de reactivo de tromboplastina parcialmente activada y la mezcla se
incub6 durante 1 min. Por dltimo, se afiadieron 100 uL cloruro de calcio 25 mM, se incubé
la mezcla nuevamente durante 15 s y se midié el tiempo que tarda el plasma en formar
un coagulo sanguineo con la ayuda de un coaguldémetro de la marca Stago (Start,
E.U.A.). Los tiempos se expresaron como prolongacion de la coagulacién relativa al
plasma sin extracto. El control negativo y positivo consistieron en DMSO 0.1% y heparina
75 USP respectivamente.

Actividad fibrinolitica

La actividad fibrinolitica de los extractos de chaya fue evaluada por la técnica
lisis del coagulo, para determinar si los metabolitos presentes en los extractos de chaya
tenian la capacidad de activar el plasmindgeno.

Lisis del coagulo

Esta prueba midié la degradacién de la fibrina presente en el coagulo debido a
la activacion del plasmindégeno en plasmina. La lisis del coagulo se llevo a cabo de
acuerdo con el método descrito por Prasad et al. (2006). La sangre venosa extraida del
voluntario sano se coloc6 en un tubo de eppendorf previamente pesado en un dispositivo
VELAB (VE-204, E.U.A.) (0,5 mL/tubo) y se incub6 durante 45 minutos a 37 °C en un
bafio de agua GEO-LAB (GL-12B, México) para formar el coagulo. El suero se eliminé
completamente después de la formacién del coagulo y el tubo con coagulo nuevamente
fue pesado. Posteriormente, se afiadieron 100 yL de cada de extracto a cada tubo
eppendorff con coagulo previamente pesado. El control negativo consisti6 en DMSO
0.1%. Todos los tubos fueron a 37 ° C durante 90 min. Después de la incubacion, el
fluido liberado se separ6 y se pesaron los tubos con codgulo lisado. La diferencia
obtenida en el peso tomado antes y después de la lisis del coagulo se expresdé como
porcentaje de lisis del coagulo empleando la férmula:

P.
% Lisis del coagulo = P—1 x 100
2

Donde
P1= peso del coagulo antes de la lisis — peso del coagulo después de la lisis

P, = peso del coagulo antes de la lisis
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Identificacién de metabolitos mayoritarios presentes en los extractos de chaya por
cromatografia de gases con deteccién por espectrometria de masas (GC-MS)

La técnica GC-MS contribuy6 a la identificacion de metabolitos secundarios
presentes en los extractos de chaya con mayor actividad antitrombotica. Para la
identificacion de los metabolitos mayoritarios, 0.3 pL del extracto etandlico se inyecté en
modo splitless a una temperatura de 280°C. Se utiliz6 una columna capilar DB-5MS (30
m, 250 ym, 0.25 pm). La fase movil fue helio a un flujo de 1 mL/min. La temperatura
inicia del horno fue 90°C e incrementd 35°C/min hasta 210°C y se mantuvo asi por 2
min.; luego, la temperatura se increment6 a 10°C/min hasta llegar a 270°C,
manteniéndose por 2 min.; finalmente la temperatura subié6 a 5°C/min hasta 300°C
permaneciendo asi durante 4 min. Con respecto al espectrémetro de masas, la linea de
transferencia y la fuente de iones se ajustaron a 320 y 230°C, en el modo de ionizacién
por impacto electrénico (70 eV). Los fragmentos ibnicos se detectaron en modo scan (50
- 865 m/z). La interpretacién de espectros se efectu6 mediante la base de datos del
equipo (NIST).

La informacién proporcionada por el software incluyé el nombre para cada
compuesto, junto con diversos estadisticos que indicaron la similitud entre el espectro
de la muestra y los espectros de la base de datos. El factor de coincidencia (MF) indico
la similitud del espectro desconocido con los espectros de la base de datos. Mientras
gue, el factor de coincidencia inversa (RMF) se refiri6 a dicha similitud ignorando las
sefales m/z del espectro desconocido que no coincidieron con los espectros de la
biblioteca. EI RMF fue util en los casos donde se observo ruido en el espectro. Valores
superiores a 900 indicaron una coincidencia alta y valores entre 800 y 900, fueron
empleados como coincidencias buenas.

Andlisis estadistico

Todos los experimentos se efectuaron por triplicado. Los resultados de las
pruebas inhibicién de la agregacion plaguetaria, inhibicion de la fosfolipasa A, tiempo
de protrombina, tiempo de tromboplastina parcialmente activada y lisis del coagulo, se
analizaron con un modelo multifactorial, para determinar si hubo diferencia estadistica
significativa entre los diferentes solventes y las distintas concentraciones evaluadas. Se
verificaron los supuestos estadisticos y se consideré p<0.05 como nivel de significancia.
El procesamiento de los datos se efectué mediante el software Statgraphics Centurion
XVI®.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de los extractos

Tomando en cuenta el porcentaje de humedad, se necesitaron 26.71 g de hojas
para preparar los extractos. La extraccion no secuencial por maceracion empleando los
solventes agua, etanol, acetona, acetato de etilo, éter dietilico y hexano, gener6 6
extractos cuyos rendimientos de extraccion se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos promedio de los extractos de chaya obtenidos por maceracién
con los distintos solventes.

Solvente Extraccion (% p/p)
Agua 25.30+4.31
Etanol 13.87 +1.80

Eter dietilico 7.41 +0.04
Acetona 7.10+£0.34
Acetato de etilo 7.08 +1.05
Hexano 6.43 £ 0.69

Como se observa en la Tabla anterior, rendimientos de extraccién variaron entre
6.43 £ 0.69 y 25.30 + 4.31% (p/p), correspondientes al extracto hexanico y acuoso,
respectivamente. El disolvente que logré el mayor porcentaje extractivo fue el acuoso.
La polaridad del disolvente empleado y la naturaleza quimica de los metabolitos
vegetales, son los pardmetros de mayor influencia en el rendimiento extractivo (Metrouh-
Amir et al., 2015). Segun los resultados de este trabajo, los metabolitos presentes en las
hojas de chaya demostraron mayor afinidad hacia el solvente agua, lo que pudo deberse
a que poseen estructura polar. Sin embargo, Do et al., 2014 menciond que este efecto
también puede ser debido a la mayor solubilidad de las proteinas y carbohidratos
vegetales en agua que en disolventes como el etanol y acetona.

El segundo extracto con mayor rendimiento extractivo fue el etandlico con
13.87%. Por ultimo, los extractos obtenidos con acetona, éter dietilico, acetato de etilo y
hexano, presentaron el menor rendimiento, sin presentar diferencias entre ellos.
Galanakis et al. 2013 reportaron que los disolvente polares proticos, tales como el etanol,
al poseer un grupo hidroxilo en su estructura quimica, son capaces de formar puentes
de hidrégeno con metabolitos fendlicos. En contraste, los disolventes polares apréticos,
como la acetona, el acetato de etilo y el éter dietilico, forman menos puentes polares con
metabolitos fendlicos. Lo anterior pudo estar correlacionado con el mayor rendimiento
extractivo del disolvente etanol. El disolvente hexanico, por su baja polaridad, pudo estar
extrayendo Unicamente metabolitos hidrofébicos, indicando que la chaya posee una baja
concentracion de dichos metabolitos (Bhebhe et al., 2016).
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Evaluacién de la actividad antitrombética in vitro
Actividad antiagregante
Inhibicién de la agregacién plaquetaria

En la Figura 9 se presenta el efecto en la inhibicién de la agregacién plaquetaria,
de los extractos a sus respectivas concentraciones. Se evaluo el efecto biolégico del
control negativo, que consistié en DMSO 0.1% (v/v) disuelto en solucion salina. Este, no
demostré inhibir la agregacion plaquetaria, indicando que el empleo del mismo como
disolvente de los extractos no interferirA en el proceso biolégico estudiado. A la
concentracion de 0.1 mg/mL, los extractos no demostraron efecto alguno. Esto
posiblemente se debi6 a que los metabolitos secundarios presentes a esta
concentracion, no fueron capaces de producir efecto alguno en la agregacion de las
plaguetas. A la concentracién de 1 mg/mL, la actividad biolégica varié entre el 13 y 34%,
correspondiente a los extractos hexanico y etandlico, respectivamente. El porcentaje de
inhibicion de los extractos a esta concentracion aumento en el orden: hexano < acetona
< agua = éter dietilico = acetato de etilo < etanol, conformando segun su efecto bioldgico
4 grupos, los cuales, como se puede apreciar en la Figura 9, presentan diferencia
estadistica significativa (p<0.05) entre ellos.
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Figura 9. Gréfica de los efectos observados en la agregacion plaquetaria debido a los
distintos extractos a sus respectivas concentraciones. "Letras minuscula distintas
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p < 0.05). n = 3. Ac:
acuoso; An: acetona; EtOH: etanol; AcOEt: acetato de etilo; Et,O: éter dietilico; Hx:
hexano.

34



A la concentracién de 10 mg/mL, la actividad biolégica vari6 entre el 0 y 100%,
correspondiente a los extractos obtenidos con éter dietilico y etanol, respectivamente. El
porcentaje de inhibicion de los extractos a esta concentracion aumento en el orden: éter
dietilico < acetato de etilo < hexano < acetona < agua = etanol, conformando segun su
efecto biolégico 5 grupos, los cuales presentan diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre ellos. A esta concentracion, el extracto acetato de etilo pudo haber
causado el menor porcentaje de inhibicion, debido a que a 1 mg/mL, los metabolitos
presentes en dicho extracto posiblemente saturaron las enzimas plaquetarias. Por lo que
aumentar la concentracion del extracto de acetato de etilo no influy6 en el porcentaje de
inhibicién de la agregacién plaguetaria. Al evaluar el control positivo, el cual consiste en
una solucién comercial de aspirina, se observé que a 0.1 mg/mL, dicho control no reporté
efecto antiagregante. Sin embargo, la solucién comercial de aspirina a 1 y 10 mg/mL,
demostrod inhibir el 100% de la actividad biolégica. Lo anterior pone de manifiesto que
los extractos de chaya, a la concentracién de 10 mg/mL, poseen efecto antiagregante
similar al farmaco comercial aspirina.

El efecto antiagregante de los extractos obtenidos en el presente estudio, puede
atribuirse a la sinergia de los metabolitos extraidos por los distintos disolventes. Se ha
reportado que las hojas de chaya, poseen diversos metabolitos con efecto antiagregante,
como los triterpenos pentaciclicos, saponinas con esqueleto oleanano, flavonoides y
acidos fendlicos. El extracto etandlico, posiblemente debido a su polaridad mediana,
extrajo metabolitos tanto polares como apolares, lo cual puede estar relacionado con su
mayor actividad antiagregante (Adeniran et al., 2013). En contraste, se ha reportado que
el agua extrae principalmente metabolitos polares como los flavonoides glicosilados y
las saponinas triterpénicas. Aunque los flavonoides glicosilados han reportado menor
efecto antiagregante que su forma aglicona, posiblemente la sinergia de los metabolitos
glicosilados, influyo en la actividad antiagregante del extracto acuoso.

Inhibicién de la fosfolipasa A

En la Figura 10 se presenta el efecto en la inhibicion de la fosfolipasa A, de los
extractos a sus respectivas concentraciones. Se evalud el efecto biolégico del control
negativo, que consisti6 en DMSO 0.1% (v/v) disuelto en solucion salina. Este, no
demostrd inhibir la fosfolipasa A., indicando que el empleo del mismo como disolvente
de los extractos no interferird en el proceso biolégico estudiado. A la concentracion de
0.1y 1 mg/mL, ningln extracto inhibié la accién catalitica del veneno. Esto pudo deberse
a que las saponinas presentes en los extractos de chaya promovieron la
permeabilizacion de la membrana eritrocitaria, siendo este efecto independiente a la
inhibicién de la fosfolipasa Az (Moses et al., 2014). A la concentracion de 10 mg/mL, la
actividad biol6gica varié entre -22 y 44%, correspondiente a los extractos obtenidos con
hexano y etanol, respectivamente. El porcentaje de inhibicién de los extractos a esta
concentracion aumenté en el orden: hexano < acetona < acetato de etilo < agua < éter
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dietilico < etanol, conformando segun su efecto biolégico 6 grupos, los cuales presentan
diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre ellos. Para el control positivo se
tomé como referencia lo reportado por la quercetina (Pereafiez et al., 2010). Este
flavonoide ha demostrado inhibir el 50% de la actividad de la fosfolipasa Az a una
concentracion de 0.813ug/mL. Lo anterior puede ser atribuido a que el flavonoide pudo
estar interactuando directamente con la fosfolipasa Ao.
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Figura 10. Gréfica de los efectos observados en la inhibicion de la fosfolipasa A debido
a los distintos extractos a sus respectivas concentraciones. #*Letras mindscula distintas
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p < 0.05). n = 3. Ac:
acuoso; An: acetona; EtOH: etanol; AcOEt: acetato de etilo; Et,O: éter dietilico; Hx:
hexano.

Diversos estudios han reportado que, los triterpenos pentaciclicos, saponinas
triterpénicas, acidos fendlicos y flavonoides presentes en las hojas de chaya, inhiben la
fosfolipasa A, (Ramesh-Kumar et al., 2012; Romero-Estrada et al., 2016; Zheng et al.,
2015). El extracto etandlico, posiblemente present6é el mayor efecto inhibidor debido a
gue extrae mayor cantidad de compuestos fendlicos y triterpenos pentaciclicos del tipo
oleanano, comparado con los solventes acetona y agua. El efecto sinérgico de los
metabolitos presentes en este extracto resultd ser el mas activo, debido a que la mediana
polaridad del etanol, pudo estar extrayendo metabolitos polares y apolares (Ngo et al.,
2017; Schneider et al., 2009). Se ha reportado que el agua extrae diversas moléculas
glicosidicas, tales como flavonoides glicosilados y saponinas triterpénicas. Al respecto,
Lago et al. (2014) y Toyama et al. (2014), han reportado que las sustituciones
glicosidicas influyen en la interaccion del metabolito con la fosfolipasa A», pudiendo
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aumentar o disminuir la actividad enzimatica. Lo anterior puede estar relacionado con el
menor porcentaje de inhibicion del extracto acuoso comparado con el etandlico. Entre el
extracto éter dietilico y acetato de etilo, el primero posiblemente demostré6 mayor
inhibicién, con diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los dos extractos, debido
a que su mayor hidrofobicidad fue un determinante clave para extraer metabolitos
apolares activos contra la fosfolipasa Az (Yasmen et al., 2018).

Actividad anticoagulante
Tiempo de protrombina y tiempo tromboplastina parcialmente activada

La actividad anticoagulante de los extractos de hoja de chaya se investigo
mediante los ensayos TP y TTPA. La primera prueba se usa para evaluar los factores
de coagulacion tales como el Il (factor tisular), V y VII, los cuales estan involucrados en
la coagulacién de la via extrinseca, mientras que la segunda prueba se usa para evaluar
los factores VIII, 1X, X, XIl, los cuales estan involucrados en la coagulacion de la via
intrinseca (Quinn et al., 2016). En la Figura 11 se presenta el efecto en la inhibicién de
la coagulacién sanguinea de los extractos a sus respectivas concentraciones.
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Figura 11. Grafica de los efectos observados en la inhibicibn de la coagulacion
sanguinea de la via extrinseca debido a los distintos extractos a sus respectivas
concentraciones. *°Letras minuscula distintas indican diferencia estadistica significativa
entre tratamientos (p < 0.05). n = 3. Ac: acuoso; An: acetona; EtOH: etanol; AcOEt:
acetato de etilo; Et,O: éter dietilico; Hx: hexano.
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Se evalué el efecto hiolégico del control negativo, que consisti6 en DMSO 0,1%
(v/iv), el cual, no demostrdé prolongar la coagulacién sanguinea comparado con los
valores normales de coagulacion (13.1 + 0.3 s para la prueba TP y 27.9 £ 0.7 s para la
prueba TTPA), lo que indica que el disolvente empleado no causa interferencia alguna
en el proceso biolégico estudiado. En la prueba de tiempo de protrombina, todos los
extractos a la concentracion de 0.1 y 1.0 mg/mL no prolongaron la coagulacion
sanguinea. Sin embargo, a la concentracion de 10 mg/mL, el extracto acuoso y el
acetonico prolongaron los tiempos de coagulacion en 58 + 05y 1.8 £+ 0.36 s,
respectivamente con diferencia estadistica significativa (p<0.05) con los demas
extractos. El control positivo, consistente en heparina 75 USP, demostré prolongar la
coagulaciébn sanguinea en 74.4 + 0.3s. Este farmaco ha demostrado ocasionar
hemorragias en méas del 10% de los pacientes. Por lo que los extractos de chaya, al
prolongar menor tiempo la coagulacidon sanguinea, posiblemente no presenten efecto
hemorragico (Ingle et al., 2017).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, por la composicién quimica de
las hojas de chaya, pueden estar relacionados con la presencia de triterpenos, saponinas
y flavonoides (Lee et al., 2012; Mira et al., 2017; Thom et al., 2018). El extracto etandlico
posiblemente extrajo flavonoides con grupos hidroxilo y compuestos triterpénicos.
Aunque estos metabolitos han demostrado inhibir la coagulacién debido a la via
extrinseca (Choi et al., 2015; Mira et al., 2017), el efecto sinérgico del extracto etandlico
de chaya no present6 dicho efecto anticoagulante. Probablemente la mezcla compleja
de metabolitos presentes en este extracto, podrian estar interfiriendo con el efecto
anticoagulante de los flavonoides y los triterpenos (Wee et al., 2010). El extracto acuoso,
a pesar de que probablemente no extrajo alta concentracion de flavonoides con grupos
hidroxilo y compuestos triterpénicos, presentd el mayor efecto anticoagulante debido a
la via intrinseca. Este efecto bioldgico pudo deberse a la accion sinérgica de los
flavonoides glicosilados y saponinas triterpénicas (Ku et al., 2013; Xiong et al., 2017). El
extracto acetonico de igual forma demostré efecto anticoagulante, el cual fue menor al
observado en el extracto acuoso. Lo anterior posiblemente esté relacionado a los
flavonoides glicosilados, los cuales, poseen menor afinidad al disolvente acetona
comparado con el extracto acuoso, lo que se ve reflejado en la menor prolongacion de
la coagulacion (Chebil et al., 2007).

Los resultados obtenidos en la prolongacion de la coagulacion de la via intrinseca
se presentan en la Figura 12.
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Figura 12. Gréfica de los efectos observados en la inhibicibn de la coagulacién
sanguinea de la via intrinseca debido a los distintos extractos a sus respectivas
concentraciones. *°Letras minuscula distintas indican diferencia estadistica significativa
entre tratamientos (p < 0.05). n = 3. Ac: acuoso; An: acetona; EtOH: etanol; AcOEt:
acetato de etilo; Et,O: éter dietilico; Hx: hexano.

En esta prueba, el efecto anticoagulante de todos los extractos a la concentracion
de 0.1y 1.0 mg/mL no presento diferencia estadistica siginifcativa (p<0.05), prolongando
la coagulacién en tiempos que variaron entre 1.5 y 2.7 s. A la concentracion de 10
mg/mL, nuevamente el extracto acuoso y el acetdnico fueron los que mayor efecto
biolégico presentaron, con diferencia estadistica significativa (p<0.05) y tiempos de
prolongacion de 7.46 + 0.80 y 5.06 + 1.15 segundos, respectivamente. En general, todos
los extractos demostraron prolongar la coagulacion, lo que indicaria que los metabolitos
secundarios en chaya poseen mayor afinidad hacia los factores coagulantes de la via
intrinseca. Diversos estudios indican que, los flavonoides en su forma glicosidica (Ku et
al., 2013; Pawlaczyk-Graja, 2018), aglicona (Mira et al., 2017; Ryu et al., 2015) y metilada
(Ku et al., 2013), han demostrado una mayor prolongaciéon de la coagulacién en la via
intrinseca. De igual forma se ha reportado el efecto anticoagulante de diversos
triterpenos, los cuales también presentaron mayor afinidad hacia los factores
coagulantes de la via intrinseca, siendo esta la razén por la que el extracto hexanico, a
pesar no contener flavonoides, reporté poseer este efecto anticoagulante (Lee et al.,
2012; Mosa et al., 2015; Osunsanmi et al., 2018).
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Actividad fibrinolitica
Lisis del coagulo

En la Figura 13 se presenta el efecto en la lisis del coagulo debido a los
extractos a sus respectivas concentraciones. Se evalu6 el efecto bioldgico del control
negativo que consisti6 en DMSO 0.1% (v/v), el cual, no demostro lisar los coagulos, lo
que indica que el disolvente utilizado para disolver los extractos no interfirié en el proceso
biolégico estudiado. En general, se pudo observar que todos los extractos presentaron
un comportamiento dosis-dependiente en la lisis del codgulo con diferencia estadistica
significativa entre las concentraciones 1 y 10 mg/mL, a excepcion de los extractos
etandlico y éter dietilico, los cuales no presentaron diferencia estadistica significativa
(p<0.05) a sus 3 concentraciones de estudio. Estos extractos, posiblemente alcanzaron
su mayor efecto bioloégico a la concentracion de 0.1 mg/mL, logrando la maxima
conversion de plasminégeno a plasmina, por lo que, al aumentar la concentracion, no se
observo incremento en su actividad biolégica. EI grupo homogéneo conformado por los
extractos acetato de etilo, acetonico y hexanico a 10 mg/mL, tuvieron el mayor efecto
fibrinolitico con porcentajes que variaron entre 18.4 y 24%. En contraste, la
estreptoquinasa ha reportado una capacidad lisante del 76% a 30,000 Ul/mL, lo
equivalente a 62.7 mg/mL (Bangham & Walton, 1965; Kabir et al., 2016).
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Figura 13. Gréfica de los efectos observados en la lisis del coagulo debido a los distintos
extractos a sus respectivas concentraciones. *‘Letras minUscula distintas indican
diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p < 0.05). n = 3. Ac: acuoso; An:
acetona; EtOH: etanol; AcOEt: acetato de etilo; Et,O: éter dietilico; Hx: hexano.
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Mahmud et al. (2015) evaluaron el efecto fibrinolitico de 5 extractos metandlicos
de plantas originarias de Bangladesh y concluyeron que, los metabolitos glicosilados del
tipo flavonoide, esteroide y glicésido cardiaco, presentaron afinidad al sitio activo del
plasmindgeno. Considerando el estudio anterior, el efecto fibrinolitico de los extractos de
chaya podria relacionarse con la presencia de metabolitos glicosilados como los
flavonoides y las saponinas. A pesar de que el agua, por su polaridad, posee mayor
afinidad hacia las saponinas y flavonoides glicosilados, la polaridad mediana del acetato
de etilo y de la acetona permitié una extraccion selectiva de estos compuestos, lo que
influyd en su mayor actividad fibrinolitica. Diversos estudios indican que, este disolvente
es capaz de extraer metabolitos fibrinoliticos, siendo mayor o igual su efecto comparado
con disolventes como el metanol, etanol y agua (Tamilarasan et al., 2015; Zaman et al.,
2015).

Se ha reportado que el hexano no es capaz de extraer moléculas glicosiladas
de las hojas de chaya (Garcia-Rodriguez et al., 2014), raz6n por la que se podria inferir
gue este extracto no ejerceria efecto fibrinolitico. Sin embargo, los datos obtenidos en el
presente trabajo, demuestran que, este extracto no presentd diferencia estadistica
significativa con el efecto fibrinolitico del extracto acetato de etilo. Lo anterior, demuestra
gue el efecto lisante del extracto hexanico pudo ser debido a los triterpenos pentaciclicos
(Luong et al, 2003). En contraparte, el solvente éter dietilico pudo haber presentado el
menor efecto fibrinolitico, debido a que los metabolitos glicosilados, poseen menor
afinidad hacia solventes de baja polaridad (Plaza et al., 2014).

Identificacién de metabolitos mayoritarios presentes en extractos de chaya por
cromatografia de gases con detecciéon por espectrometria de masas (GC-MS)

Los extractos con mayor actividad biolégica en los ensayos inhibicién de la
agregacion plaquetaria, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcialmente
activada e inhibicion de la fosfolipasa Az, fueron el acuoso y el etandlico. Por la volatilidad
de ambos extractos, Unicamente el etandlico fue analizado por GC-MS. En el
cromatograma obtenido (Figura 14) se pueden observar nueve picos mayoritarios. Siete
pudieron ser identificados con base en la literatura y la biblioteca del equipo, a los cuales,
se les asignaron los nimeros 1, 3, 4, 5, 6 9y 10. Asi mismo, fue posible identificar cuatro
compuestos minoritarios, a los que se les asignaron los nameros 2, 7y 8.
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Figura 14. Cromatograma del extracto etanolico de chaya obtenido mediante
cromatografia de gases con deteccidn por espectrometria de masas.

En la Tabla 4, para cada compuesto se presenta, el tiempo de retencion (tr), el
nombre del metabolito identificado, el factor de coincidencia, el factor de coincidencia
inverso (MF/RMF) y los principales fragmentos ionicos.

En el espectro del pico con tr de 6.71 min (1), se observé una serie de
fragmentos que variaban en 14 unidades del ion 73 al 227 m/z. Dicha fragmentacion es
caracteristica de la perdida de grupos metileno [-CH.-] de &cidos grasos alifaticos. El ion
molecular se observd a 256 m/z y el fragmento a 239 m/z esta relacionado a la ruptura
en el carbono a del acido carboxilico. Los datos anteriores confirman la identidad del
acido palmitico. El pico con tg de 8.33 min. (2) report6é un ion base a 88 m/z y una serie
de fragmentos que variaban en 14 unidades del ion 101 al 255 m/z. Lo anterior,
corresponde al reordenamiento de MclLafferty y a la pérdida de grupos metileno de
esteres etilicos de cadena larga. Los fragmentos 284 y 239 m/z corresponden al ion
molecular y a la pérdida del grupo etoxilo [-O-CH2-CHj3], respectivamente, confirmando
la identidad del palmitato de etilo. Los valores del factor MF/RMF para ambos metabolitos
reportados por el equipo fueron de 934/935 y 880/880, indicando una alta y buena
coincidencia de los espectros de estudio con los de la base de datos.
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Tabla 4. Metabolitos mayoritarios identificados por cromatografia de gases acoplado a
espectrometro de masas en el extracto etanélico de hojas de chaya.

NG Tr Nombre del MF/RMF lones representativos
" (min.) compuesto (%) (abundancia relativa %)
. . 73 (100), 129 (50), 157 (19),
1 6.71 Acido palmitico 934/935 213(29), 256 (33)
. : 88 (100), 101 (62), 157 (18),
2 7.10 Palmitato de etilo 880/880 239 (8), 284 (10)
3 8.07 Fitol 938/952 71 (100), 81 ((202)2’)123 (18), 296
< . lan 79 (100), 93 (50), 108 (39), 222
4 8.32  Acido a-linolénico 939/942 (7), 278 (3)
69 (100), 81 (55), 95 (15), 137
5 1455 Escualeno 960/960 (13), 410 (0.8)
6 18.17 Vitamina E 943/945 165 (100), 205 (10), 430 (89)
7 19.70 Estigmasterol 870/903 55 (100), 255 (63), 213 (86)
. 189 (13), 203 (43), 218 (100)
8 20.93 B-amirina 887/894 426 (3)
9 2239 Acetat.o. de B- 903/907 189 (18), 203 (48), 218 (100),
amirina 468 (3)
10 23.10 Acetato de lupeol 903/903 107(68), 1354(6586) , 189 (100),

Se ha demostrado que, el acido palmitico (1) posee propiedades
antitrombdticas, debido a que inhibe de manera competitiva la fosfolipasa A, (Aparna et
al., 2012). Por otro lado, el palmitato de etilo (2) ha demostrado efectos antiinflamatorios
al reducir los del factor nuclear kappa B, sustancia involucrada en la expresion de la
isoforma 2 de la ciclooxigenasa (Saeed et al., 2012).

El espectro del pico con tr de 8.32 min. (4) presentd un ion base a 79 m/z y una
serie de fragmentos que variaban en 14 unidades del ion 93 al 163 m/z. Dichos
fragmentos son caracteristicos de los trienos con interrupcion de metilenos. Los
fragmentos 108 y 222 m/z corresponden a los iones w y a, los cuales indican un doble
enlace terminal n-3 y un primer doble enlace en la posicion 8 desde el carbono
carboxilico, respectivamente. Los fragmentos anteriores, junto con elion molecular a 278
m/z confirman la identidad del &cido a-linolénico. El valor del factor MF/RMF para este
metabolito fue de 939/942, indicando una alta coincidencia del espectro de estudio con
el de la base de datos.
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El 4cido linolénico (4) pertenece a la familia de los &cidos grasos omega-3, los
cuales han demostrado poseer efectos antitrombéticos y antiaterosclerdricos. Estos
acidos grasos poliinsaturados han demostrado reducir la presion arterial, mejorando asi
la funcion endotelial y han demostrado aumentar los niveles plasmaticos de lipoproteina
de alta densidad. Los estudios epidemiologicos han asociado el consumo de este tipo
de &cidos grasos con la disminucion en la incidencia tanto del infarto de miocardio como
del accidente cerebrovascular (Mozaffarian & Wu, 2011). Se ha reportado que la chaya
contiene 58.9 g de &acidos grasos por cada 100 g de hoja, de los cuales, 50%
corresponden a los acidos omega-3, lo que indica que esta planta posee un perfil de
acidos grasos adecuado para el consumo humano, los cuales pueden ejercer efecto
protector contra los procesos trombéticos (Kumar et al., 2011).

El espectro de masas del pico con tr de 8.07 min. (3) present6 un ion base a 71
m/z, un ion molecular a 296 m/z y algunos fragmentos tales como 81, 95 y 123. Estos
datos corresponden a la fragmentacion caracteristica del fitol, cuyo espectro demostré
alta similitud con el espectro de la base de datos con valores de MF/RMF de 938/952.
Este metabolito es un diterpeno que se encuentra en abundancia en la naturaleza y
forma parte de la estructura quimica de la clorofila. Ha reportado ejercer diversos efectos,
tales como el antimicrobiano, antioxidante, ansiolitico y anticonvulsivo. Sin embargo,
hasta la fecha no ha reportado ejercer efectos sobre los sistemas involucrados en el
proceso de la trombosis (Islam et al., 2018).

El espectro de masas del compuesto con tg de 14.55 min. (5) present6 un ion
base a 69 m/z y diversos fragmentos a 81, 95, 121, 137 y 149 m/z. El ion molecular se
detectdé a 410 m/z. Los datos anteriores correspondieron al escualeno, cuyo espectro
tuvo una alta coincidencia con el espectro de la biblioteca con valores de MF/RMF de
960/960. Este compuesto es precursor de los triterpenos, por lo que se encuentra
ampliamente distribuido en las plantas (Lozano-Grande et al., 2018). El escualeno,
aunque no ha reportado poseer efectos relacionados a la hemostasia sanguinea, ha
demostrado ejercer efecto cardioprotector en un modelo de ratas albinas macho de la
cepa Wistar, las cuales fueron inducidas a infarto de miocardio por el medicamento
isoprenalina. La suplementacion por 45 dias con alimento comercial adicionado con 2%
de escualeno previo a la induccion al infarto, demostré prevenir las alteraciones del tejido
cardiaco, lo que pudo estar relacionado con la propiedad estabilizadora de membrana
atribuida al escualeno. Ademas, este metabolito hidrofébico inhibié la peroxidacion
lipidica y mantuvo en los niveles basales la concentracion del agente antioxidante no
enzimatico glutatiéon (Farvin et al., 2007).
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El espectro de masas del compuesto con tg de 18.17 min. (6) presentd ion
molecular y base a 430 y 165 m/z y diversos iones a 205, 177 y 121 m/z. Estos
fragmentos han sido reportados por Bruinen et al. (2018), quien mencion6 que pertenece
a la fragmentacion especifica del a-tocoferol. El espectro de este metabolito presento
una alta coincidencia con el espectro de la biblioteca con valores de MF/RMF de
943/945. Este compuesto, también conocido como vitamina E, ha demostrado inhibir la
agregacion y la adhesion plaquetaria mediante cuatro mecanismo propuestos: 1)
inhibicién de la proteina quinasa C, inhibiendo la secrecion del contenido de los granulos
plaquetarios, 2) inhibicién de la enzima y-carboxilasa dependiente de la vitamina K,
necesaria para el correcto funcionamiento de los factores coagulantes, 3) inhibicion de
la ruta del acido araquidénico, inhibiendo a las enzimas ciclooxigenasa y tromboxano
sintetasa, encargadas de la conversion del acido araquidénico al agente agregante
tromboxano A y 4) reducciéon de la adhesividad plaquetaria, al interaccionar con
receptores plaguetarios, disminuyendo la adhesién de las plaguetas al fibringeno y
colageno (Chakrabarti & Freedman, 2010; Couris, 2005).

El espectro de masas del compuesto con tg de 19.70 min. (7) presento el ion
molecular y base a 412 y 55 m/z respectivamente. También, presentd diversos iones a
394, 351, 255 y 213 m/z, los cuales, segun lo reportado por Suttiarporn et al., (2015)
pertenecen al triterpeno tetraciclico estigmasterol. El espectro de masas del pico con tg
de 20.93 min. (8) presentd un ion base a 218 m/z, caracteristico de los triterpenos con
esqueleto oleanano o ursano. Se pudo observar el ion molecular a 426 m/z, lo que sugirio
una férmula molecular C3oHs0O. Debido a que el ion 203 m/z, es mas del doble de la
intensidad del ion 189 m/z, segun la fragmentacion Retro Diels-Alder, dicho metabolito
pudo identificarse como B-amirina. El equipo, al comparar los espectros de ambos
metabolitos con la base de datos, reporté una buena coincidencia con valores de
MF/RMF de 870/903 y 887/894 respectivamente (Fingolo et al., 2013; Yam-Puc et al.,
2019).

Los espectros de masas de los compuestos con tg de 22.39 (9) y 23.10 min.
(10) presentaron como ion molecular 468 m/z. El primer compuesto presenté un ion base
a 218, caracteristico de los ésteres de amirina, mientras que el segundo, presentd un ion
base a 189, caracteristico de los compuestos de tipo lupano. Por lo que ambos
compuestos fueron identificados como acetato de amirina y acetato de lupeol (Yam-Puc
et al., 2019). El equipo, al comparar los espectros de ambos metabolitos con la base de
datos, reporté una alta coincidencia con valores de MF/RMF de 903/903 y 903/093
respectivamente.
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Amal et al. (2007) obtuvieron un extracto etandlico de la planta Sesamum
indicum L., del cual, por fraccionamiento por particién, su obtuvieron las fracciones éter
de petrdleo y n-butanol. En la fraccién éter de petréleo se identificaron los triterpenos
tetraciclicos B-sitosterol, estigmasterol y estigmasterol-3-O-B-D-glucdsido, los cuales
fueron evaluados en las pruebas tiempo de coagulacion y tiempo de protrombina. Dicha
fraccion demostré prolongar el tiempo de coagulacién de ambas vias, demostrando la
interaccion de los metabolitos con las enzimas coagulantes.

El triterpeno pentaciclico B-amirina (8), ha demostrado inhibir la agregacion
plaquetaria en plasma sanguineo humano contra el agente agonista ADP, lo que
demuestra su efecto antagonista de los receptores plaquetarios P2Y1 y P,Y12 (Aragao et
al., 2007). Por ultimo, los triterpenos acetato de olean-12-en-ilo (9) y acetato lupeol (10),
los cuales poseen un grupo acetilo unido al carbono 3. En un estudio in silico, el grupo
acetilo del triterpeno taraxerol demostré cierta afinidad hacia diversos residuos
aminoacidicos presente ambas isoformas de la enzima ciclooxigenasa, lo que sugiere
gue los triterpenos acetilados identificados en hojas chaya, son capaces de inhibir esta
enzima plaquetaria (Rehman et al., 2013).

Con los resultados anteriores se puede demostrar que la chaya, debido a que
su composicién quimica, presenta efecto antitrombotico, por lo que la obtencion e
identificacion de los metabolitos activos puede ser una estrategia para la obtencién de
moléculas con potencial antitrombético.
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CONCLUSIONES

Los extractos de Cnidoscolus aconitifolius a la concentracion de 10 mg/mL
presentaron el mayor efecto inhibidor de la agregacion plaquetaria (31 - 99%),
destacando el efecto del extracto acuoso y etandélico.

Los extractos obtenidos con agua, etanol, acetato de etilo y éter dietilico a la
concentracion de 10 mg/mL inhibieron la fosfolipasa A2 (5 - 44%), destacando el mayor
efecto del extracto etandlico.

Los extractos obtenidos con agua y acetona prolongaron la coagulacion
sanguinea debido a la via extrinseca e intrinseca, con tiempos que variaron entre 1.8 -
5y 2.7 - 7.4s, destacando el mayor efecto biol6gico del extracto acuoso.

Todos los extractos, excepto el obtenido con éter dietilico, causaron la lisis del
coagulo (2 - 24%), destacando el mayor efecto del extracto obtenido con acetato de etilo.

En el extracto etandlico se identificd la presencia de acidos grasos saturados e
insaturados, vitamina E y diversos triterpenos que estan relacionados con la actividad
antitrombdtica del extracto.
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ANEXO 1

U ! DY CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mérida, Yucatan, México, a 24 de febrero del afio 2018
FACULTAD DE

INGENIERIA
QUIMICA

Titulo de proyecto:

Estudio antitrombdtico de extractos de hojas de chaya (Cnidoscolus

aconitifolius)
Dependencia o Institucién de procedencia:
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Autbnoma de Yucatan
Nombre del investigador principal: Dra. Maira Rubi Segura Campos

A guien corresponda:

Yo , declaro libre vy

voluntariamente que acepto participar en el estudio titulado: Estudio antitrombdético y
perfil de compuestos derivados de extractos de hojas de chaya (Cnidoscolus
aconitifolius), cuyo responsable es la Doctora Maira Rubi Segura Campos, Investigador

y Docente del Posgrado Institucional en Ciencias Quimicas y Bioquimicas de la UADY.

Breve descripcion del objetivo del estudio

En el 2017, las enfermedades cardiovasculares fueron la primera causa de
muertes en México. Estas enfermedades, tienen como caracteristica comuan la formacion
de coagulos en el interior de las venas y arterias, los cuales pueden disminuir u obstruir
el flujo sanguineo, pudiendo causar infartos. En la medicina tradicional, una planta
empleada como mejorador de la circulacion sanguinea es la chaya, sin embargo, no se
conoce el mecanismo exacto por el cual ejerce esta accion. Se me ha informado que el
objetivo del presente estudio consiste en determinar si los extractos de chaya inhiben la
formacion de coagulos o logran disolverlos, mediante diversas técnicas in vitro, asi

permitiendo conocer su modo de accioén.
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Descripcion de los procedimientos a realizar

Mi participacion en el proyecto consistira en donar 10 mL de sangre, estando
en ayunas y sin haber consumido medicamentos antiinflamatorios no esteroideos al
menos 10 dias con anticipacion. Mi sangre sera extraida por un quimico con mas de 20
afos de experiencia en el area de salud y serd utilizada en diversos equipos, los cuales
ayudardn a conocer los mecanismos que inhibiran la formaciéon de coagulos o

propiciaran la disolucién de aquellos previamente constituidos.

Las posibles complicaciones que pudieran surgir, no van mas alld de las
incomodidades ordinarias implicadas en la extraccion de sangre, y se me ha informado
que puedo solicitar atencion por parte del personal operativo del laboratorio. Las
muestras sanguineas seran desechadas después de haber realizado las pruebas

pertinentes.

Costo y Beneficio

En ningln momento se me pedira contribucién econdmica alguna y como
beneficio obtendré los resultados de una citometria hematica, realizados por el quimico

profesional, los cuales me permitiran conocer mi estado de salud.

Comunico que me han informado los objetivos de la investigacion, la
justificacion, los beneficios que se obtendran de mi participacion, y la descripcion de los

procedimientos a realizar.

Después de haber comprendido este documento manifiesto que estoy de
acuerdo en ingresar y ser parte de este estudio de investigacion, o retirarme, sin
menoscabo de la atencién que recibo. Asi como que la informacién ser4 manejada con

estricta ética de confidencialidad y discrecion de todos los datos personales.

Finalmente, hago mencién de que estoy enterado(a) de que podré solicitar, en
cualquier momento, informacién adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi

participacion en este estudio dirigiéndome a la Doctora Maira Rubi Segura Campos, al
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celular: celular: 9999-07-44-78 o al correo electronico: maira.segura@correo.uady.mx,

para obtener la informacion o una cita para que esta sea ampliada.

Nombre

Firma

Nombre testigol: Firma:
Nombre testigo 2: Firma:
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Anexo 2. Comparacion entre el espectro del extracto EtOH de hojas de chaya (parte
superior) y el espectro de la base de datos (parte inferior) de los compuestos (1) y (2).
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Anexo 3. Comparacién entre el espectro del extracto EtOH de hojas de chaya (parte
superior) y el espectro de la base de datos (parte inferior) de los compuestos (3) y (4).
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Anexo 4. Comparacién entre el espectro del extracto EtOH de hojas de chaya (parte
superior) y el espectro de la base de datos (parte inferior) de los compuestos (5) y (6).
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Anexo 5. Comparacién entre el espectro del extracto EtOH de hojas de chaya (parte
superior) y el espectro de la base de datos (parte inferior) de los compuestos (7) y (8).
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Anexo 6. Comparacién entre el espectro del extracto EtOH de hojas de chaya (parte
superior) y el espectro de la base de datos (parte inferior) de los compuestos (9) y (10).
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