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RESUMEN

La Curcuma longa L “palillo” es muy utilizado en medicina tradicional como
antiinflamatorio, antibacteriano, antioxidante, anticancerigeno, entre otros y su
efecto sobre la coagulacion sanguinea continda siendo motivo de investigacion. El
objetivo fue determinar el efecto anticoagulante in vitro del extracto etandlico del
rizoma de Cdrcuma longa L, en muestras sanguineas de mujeres jovenes sanas. Se
realizé un estudio experimental analitico transversal utilizando el método de Burker
para cuantificar el tiempo de coagulacion de 64 muestras sanguineas procedentes
de 16 mujeres jovenes sanas, de quienes se obtuvo 4 muestras sanguineas de cada
una, conformando asi un grupo blanco (sin estimulo) y 3 grupos con estimulo de
Citrato de Sodio 3.8%, extracto de Curcuma longa L. al 50% y otro con extracto al
100%. El analisis fitoquimico preliminar del extracto se realizé6 mediante el ensayo
a la gota. Los datos obtenidos se analizaron con medidas de tendencia central y con
la prueba T de Student para grupos independientes. Resultados: El extracto
utilizado estaba compuesto principalmente por taninos hidrolizables, flavonoides,
esteroides, quinonas y cardiotonicos, las participantes del estudio tuvieron 22.93
afios con tiempos de coagulacién normales (5.23 minutos), el estimulo con extracto
etanolico al 100% obtuvo un tiempo de coagulacion de 89.18 + 14.81 minutos,
siendo significativamente mayor que los otros estimulos (p=0.000). En conclusion,
el extracto etandlico del rizoma de Cdrcuma longa L. “palillo” posee efecto

anticoagulante in vitro sobre muestras sanguineas de mujeres jovenes sanas.

Palabras clave: Carcuma longa L., anticoagulante, in vitro, mujeres jévenes.
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ABSTRACT

Curcuma longa L. “palillo” is widely used in traditional medicine as anti-
inflammatory, antibacterial, antioxidant, anticancer, among others and its effect on
blood coagulation continues to be a reason for investigation. A cross-sectional
analytical study was carried out using the Burker method to quantify the coagulation
time of 64 blood samples from 16 healthy young women from whom 4 blood
samples were obtained from each one, dividing them into one control and 3 samples
with stimulus, Sodium Citrate 3.8%, 50% Turmeric long L. extract and 100%
extract. Preliminary phytochemical analysis of the extract was performed by the
drop test. Data were analyzed with measures of central tendency and with Student's
T test for independent groups. Results: The extract used was composed mainly of
tannins, flavonoids, esteroids, quinones and cardiotonics; the study participants had
22.93 years with normal coagulation times (5.23 minutes), the with 100% ethanolic
extract stimulus obtained a coagulation time of 89.18 + 14.81 minutes, being
significantly higher than the other stimuli (p=0.000). In conclusion, the ethanolic
extract of the rhizome of Curcuma longa L. "palillo” has anticoagulant effect in

vitro on blood samples of healthy young women.

Keywords: Curcuma longa L., anticoagulant, in vitro, young women



I.  INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el
mundo. Se calcula que en 2012 murieron por esta causa 17,5 millones de personas,
lo cual representa un 31% de todas las muertes registradas. De estas muertes, 7,4
millones se debieron a la cardiopatia coronaria, y 6,7 millones, a los accidentes

cerebro vasculares (ACV), y por tromboembolia venosa (TEV)?

Las dos manifestaciones mas frecuentes de la TEV son la trombosis venosa
profunda (TVP) y la tromboembolia pulmonar (TEP). La TVP, es potencialmente
mortal cuando se acompafia de embolia pulmonar, pues el trombo venoso se
localiza a nivel de la circulacién pulmonar acabando con la vida de la persona en

tan solo unos instantes?.

En el caso de las mujeres, las situaciones con mayor riesgo de sufrir trombosis se
presentan en quienes utilizan anticonceptivos orales (ACO) o tratamientos
hormonales sustitutivos, o en quienes tienen problemas hereditarios, o se
embarazan y sumado a estos estan los factores adquiridos, entre ellos el tabaco, que
produce un efecto pro coagulante. EI factor comun de todos estos casos es la edad,

pues quienes utilizan ACO y se embarazan son en su mayoria mujeres jovenes® 4.

En nuestro pais, segun la encuesta demogréafica de salud (ENDES) del 2014 el 47%
de las mujeres entre 15 y 49 afios son menores de 30 afios®, y el uso de ACO se ha
incrementado casi en el 75% desde la década pasada, ademas 3 de cada 4 mujeres
usan algin método anticonceptivo®. Por lo tanto, combinando la chance del

embarazo y el uso de la anticoncepcion oral con otros factores de riesgo como



trombofilia, tabaco y uso de estrogenos, las mujeres en edad fértil, en su mayoria
jovenes, tienen aumentado el riesgo de desarrollar una enfermedad tromboembélica

venosa®.

En este sentido, el uso de anticonceptivos orales y de terapia de reemplazo
hormonal, son dos factores que pueden predisponer a una trombosis venosa
profunda en mujeres. Los estrégenos orales son ampliamente utilizados por muchas
mujeres y no todas desarrollan trombosis®. A veces se da la condicion de que
algunas de estas, tienen algin tipo de trombofilia, que al mezclar con los
anticonceptivos orales de tipo combinado, favorece el desarrollo de esta

enfermedad®.

En el embarazo desde el inicio, la madre experimenta una serie de cambios
fisiologicos y anatomicos, provocados y a la vez regulados, por cambios
hormonales que abarcan casi sin excepcion a todos los rganos y sistemas®. Uno de
estos cambios es a nivel cardiovascular, en donde podemos encontrar desde
variaciones en la frecuencia cardiaca, hasta aumentos en el volumen y cambios en
la composicion sanguinea, por su implicancia sobre distintos sistemas del
organismo femenino, a continuacion se resumen los cambios que sufre la mujer

embarazada a nivel cardiovascular®.

A nivel sanguineo se alteran los factores de la coagulacién por accion de estrogenos
y progesterona, aumentando el fibrindgeno junto con un incremento en la inhibicion
de la fibrindlisis, lo que cataloga al embarazo como un estado de

hipercoagulabilidad, de gran utilidad postparto (hemostasia eficaz post



desprendimiento placentario), pero de alto riesgo para la madre, aumentando las

posibilidades de sufrir trombosis venosa profunda’ &,

El recuento plaquetario disminuye en el embarazo normal, posiblemente debido al
aumento de la destruccién y la hemodilucion (debido al aumento del plasma en
relaciéon a las células sanguineas), con una disminucion méaxima en el tercer
trimestre. Posteriormente debido al aumento gradual de los factores de la
coagulacién y al fibrinégeno (pudiendo llegar éste Gltimo al 200% por encima de

los niveles previos al embarazo) puede producirse un estado hipercoagulabilidad®.

La hemostasia proviene de dos raices griegas: haima “sangre” y stasis “detener”. Es
un mecanismo de defensa del organismo para limitar la pérdida de sangre después
de la lesion de un vaso sanguineo. El sistema hemostatico es producido en dos

etapas llamadas hemostasia primaria y secundaria®®.

La hemostasia primaria, ocurre en segundos después del dafio o lesioén vascular,
provocando una vasoconstriccion refleja seguido de una gran agregacion
plaquetaria entre si, con el tejido subendotelial y con el factor de Von Willebrand,
formando el tapon hemostatico primario®. En éste proceso es de gran importancia
la liberacidn y sintesis de sustancias que inducen la agregacion de otras plaquetas,
entre las cuales estan el difosfato de adenosina (ADP), tromboxano A2, calcio y
serotonina. El tapon hemostatico debido a su fragilidad y desprendimiento de la

pared vascular requiere de la fibrina para hacerlo fuerte y estable” °.



La hemostasia secundaria se realiza por la generacion de fibrina por reacciones
bioquimicas de algunas proteinas del plasma llamados factores de la coagulacién
que al vincularse con los vasos sanguineos lesionados y el tapon de plaquetas forma
el tapoén hemostatico secundario® ! Las reacciones se producen a manera de
cascada por proceso de activacion secuencial, los factores de la coagulacién
inactivos circulantes (zimégenos) se transforman en enzimas activas, resultando
como sustrato final de la cascada el fibrinbgeno que por accién de la trombina se
convierte en fibrina. La hemostasia secundaria tiene tres vias intrinseca, extrinseca

y comun®,

En la via intrinseca, los componentes estan dentro de la corriente circulatoria, se
inicia por el contacto de la sangre con una superficie artificial por lesion o injuria,
activando al factor XII, el cual convierte a la precalicreina en calicreina y la
calicreina convierte al factor XII en Xlla (todos las formas activadas llevan el
subindice a), el factor Xlla actta sobre el factor XI para liberar Xla, en presencia
de calcio el factor Xla convierte al factor IX en IXa. En la superficie plaquetaria
se forma un complejo de factores 1Xa-X-VIlI-fosfolipidos y calcio que acttan sobre

el factor X convirtiéndolo en Xa® 12,

La via extrinseca requiere de factores que no circulan en la sangre llamado factor
tisular, proteina sintetizada en el endotelio de vasos sanguineos como respuesta a
una injuria o lesion; se inicia la via extrinseca con la activacion del factor VII por
el factor Il o tromboplastina por su posicion fosfolipidica, provocando la

activacion del factor V11 en Vlla en presencia de calcio, se forma un complejo Vlla-



I11-ca que actla sobre el factor X convirtiéndolo en Xa. Ambas vias se unen en este

punto dando inicio a la via comin® %3,

En la via comln el factor Xa convierte a la protrombina o factor Il a trombina o
factor Ila, la trombina convierte al fibrindgeno en fibrina el cual estabiliza al

coagulo sanguineo en tapon permanente e insoluble!?,

Finalmente, los procesos de hemostasia y fibrinolisis en condiciones normales
guardan un equilibrio perfecto entre ellos, lo que permite mantener la integridad del
sistema vascular. Cuando estos mecanismos se pierden pueden aparecer diversos
enfermedades que van desde la hemorragia hasta la trombosis. Entender estos
mecanismos permitira ofrecer la mejor estrategia de tratamiento dirigida a
restablecer el equilibrio entre sangrado y procoagulacion, Al respecto de esta
problematica, se han planteado numerosos trabajos acerca de una profilaxis con

anticoagulantes 4.

Los anticoagulantes son medicamentos que acttan para prevenir la formacion de
coagulos en la sangre, el engrosamiento de un coagulo existente, no los disuelven
pero interfieren en la cascada de la coagulacion, incluyen en este grupo a las
heparinas y los anticoagulantes orales como la acenocumarina, acido acetil
salicilico (aspirina), clopidogrel, entre otros'!. Sin embargo alin no existe algo
exacto que garantice la totalidad del éxito de dichos esquemas de terapia por los
efectos secundarios que presentan, de tal forma que como alternativa de solucion a

este problema, se podria encontrar en los recursos naturales como las plantas.

El uso de las plantas medicinales es una practica ancestral, universal y cotidiana, en

todas las épocas de la historia del hombre y que se transmite de generacion en



generacion en forma empirica. Hoy en dia se ha comprobado cientificamente las
propiedades medicinales de una gran variedad de plantas y en muchas de ellas se
han extraido los principios activos constituyendo medicamentos de uso en la

practica clinica®.

Desde hace décadas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), recomienda y
respalda el uso de plantas medicinales dentro de la medicina alternativa; estima que
casi el 80% de todos los habitantes de la tierra los usan para resolver sus principales
problemas de salud, llegando al 90% en los paises en vias de desarrollo®. De estos
ultimos, el Perd es uno de los paises méas destacados en diversidad biologica; existen
variedad de especies de plantas medicinales, muchas de las cuales poseen
propiedades terapéuticas!’. Entre estas propiedades se encuentran los
hipoglicemiantes, hipolipemiantes, antineoplasicos, protectores gastricos,
protectores hepaticos, antimicrobianos, anticoagulantes, entre otras-especies para

ensayar sus efectos benéficos*®.

Algunos trabajos han ensayado, probado y mostrado el efecto anticoagulante de
diversas plantas, entre ellas, Allium cepa®® “cebolla”, Allium Sativum “Ajo”,
Zingiber officinale Roscoe®® “Jengibre” y frutas como Vitis vinifera “uva”, Citrus
limetta Risso (Lima), Citrus aurantifolia “Limén”, Citrus sinesis (L.) Osbeck
“naranja”?! ?2; al respecto, Zarzosa E, et al (Perd, 2015)%, demostraron que los
zumos de cebolla, uva, Carica papaya “papaya” y Ananas comosus “pifia” tienen
de un efecto anticoagulante in vitro e in vivo, ademas recalcan que el ajo y jengibre

solo mostraron efecto anticoagulante in vitro.



Dentro de esta lista, encontramos a Curcuma longa L. conocida en el Peri como
“Palillo”, que pertenece a la familia de las Zingiberéaceas. Es una planta de casi 1
metro de altura con tallo subterrdneo formado por un rizoma central y los brotes
amarillo-naranja. Sus hojas son grandes, anchas y con peciolos largos verde claro.
Las flores amarillas se agrupan en espigas basales con brécteas violaceas. El fruto
es capsular, globosa, y sus semillas ovoides y ariladas®*. Esta planta, es utilizada
tradicionalmente  por sus  efectos antiinflamatorios,  antiulcerosos,
antiespasmodicos, estimulantes de la lactancia y detoxificante, ha llamado la
atencion de distintos investigadores, por lo cual se han realizado variables estudios
farmaco-toxicolégicos del palillo, reconociendo que esta planta contiene
flavonoides, polifenoles, glucosidos, taninos, triterpenos y otros compuestos con

marcada accién antioxidante, efectos antiflamantorios e inmunomodulado?.

Estudios realizados encontraron que su rizoma contiene principalmente la
curcumina (acido turmérico), un polifenol, ademas su aceite esencial es rico en
sesquiterpenos (turmerona, atlantona y curcumenol), monoterpenos (borneol,
alcanfor, terpineno, entre otros), asi como hidrocarburos terpénicos®® 2
(felandreno, sabineno, cineol y turmerol). Ademas, contiene almiddén, goma,

oxalato de calcio y proteasas?’.

Dado sus componentes se le han atribuido maltiples efectos y usos medicinales.
Entre estos, se ha utilizado para dar solucion a los trastornos gastrointestinales,
Thong D, et al?® (Escocia, 2012), demostré que la curcumina actlia a través de factor
nuclear (NF) y reduce la produccion de moléculas de adhesion y citocinas

inflamatorias, resultando en la mejora de la lesion gastrica en gastropatia inducida



por antiinflamatorios no esteroideos en ratas. También mejord el dafio de la mucosa
gastrica, disminuyendo la adherencia de leucocitos y la produccion del factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a) después de la administracion de curcumina. Otros
autores administraron extracto de Curcuma longa L. en tabletas, lo cual disminuyd
la prevalencia del dolor, molestia abdominal en el sindrome de intestino irritable,
entre el inicio y luego del tratamiento de ocho semanas, consiguiendo mejoras
significativas en la calidad de vida de los pacientes con esta enfermedad?.
Posteriormente se demostr6 que disminuye la secrecién de jugo gastrico e
incrementa los contenidos de mucina, por lo que puede proteger contra las Ulceras

gastricas y gastritis®.

También ha demostrado su efecto hepatoprotector en diversos trabajos
experimentales, mediante efectos antioxidantes y antifibroticos®? 32, Somanawat K,
et al®® (Tailandia, 2013), concluyen que la curcumina previene la lesion del higado
en la hepatitis inducida en ratones macho, evidenciado a través de la mejora de la
histopatologia del higado por la disminucion del estrés oxidativo, reduccion de la
inflamacion del higado vy la restauracion la bioquimica hepatica. Asi mismo, se ha
visto que reduce el dafio oxidativo en el higado, mostrando un efecto
hepatoprotector en ratones, trabajo realizado por Lee H y colaboradores®*. Estos
hechos estan relacionados con los efectos antioxidantes que posee esta especie,
propiedad atribuida tanto a la curcumina como a los péptidos y residuos de

metionina presentes®® 36



Como antiinflamatorio®’, la curcumina ha demostrado que inhibe un nimero de
diferentes moléculas implicadas en la inflamacién, incluyendo la fosfolipasa,
lipooxigenasa,  ciclooxigenasa-2  (COX-2), leucotrienos,  tromboxano,
prostaglandinas, 6xido nitrico, colagenasa, elastasa, hialuronidasa, TNF-o e IL-12.
De forma similar, el efecto beneficioso de la curcumina en la sepsis parece estar
mediada por incremento del receptor de peroxisoma-proliferador-activado
gamma® (PPAR-y), que conduce a la supresion de citoquinas proinflamatorias y
expresion de TNF-a. Como se dijo, estas propiedades se sospecha que son debidas
a la curcuma, cetonas sesquisterpénicas y a los polisacaridos presentes en el rizoma
de esta planta, logrando incluso suprimir la expresion de la interleucina (IL)-1B y

TNF-a.

A la curcumina también se le ha encontrado que posee actividades contra el cancer
a traves de su efecto sobre una variedad de vias bioldgicas que participan en la
mutagénesis, expresion de oncogenes, regulacion del ciclo celular, apoptosis,
tumorgénesis y metastasis. Ha demostrado efecto anti-proliferativo en multiples
tipos de cancer, y es un inhibidor del factor de transcripcion NF-B (proneoplasico)
y de productos de distintos productos génicos (c-myc, Bcl-2, COX-2, 6xido nitrico
sintetasa, TNF-a ¢ interleucinas). Ademas, la curcumina afecta a una variedad de
receptores de factores de crecimiento y moléculas de adhesion celular que

participan en el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la metastasis*®4:.

Como antimicrobiano, se han realizado estudios en donde se utilizd la curcumina,
demostrando efecto antiviral, y el mas resaltante, frente al virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH), tal como lo muestra Prasad S y Tyagi*? en el



2015, encontrando que la curcuma y sus analogos poseen efectos inhibidores de
proteasa e integrasa del VIH, asi como otros trabajos en donde sus resultados
reportan efecto antiflingico, como el de Nagarathnam R*® (India, 2009) que evalud
este efecto frente a Pythium aphanidermatum, Trichoderma viridae y Fusarium sp,

hallando que la circuma es efectiva contra estos agentes a 10ug/mL.

Mayanglamban A, et al (Filadelfia, 2010), realizaron un trabajo utilizando sangre
de carnero encontraron que el extracto etandlico de palillo revierte la agregacion
plaquetaria mediante inhibicion del coldgeno o trombina; otro estudio realizado en
la India en el 2011, utilizo aceite de curcuma en isquemia miocardica en roedores,
demostrando que la circuma tiene efecto antiagregante plaquetario mediante la

inhibicion de ADP y trombina*“°,

Kim M, et al (Corea, 2013), reportaron que curcumina y su derivado bis-
demetoxicurcumina prolongaron significativamente el tiempo de tromboplastina
parcial activada y el tiempo de protrombina, ademas inhibieron las actividades de
trombina y factor X activado, en un estudio realizado in vitro con un extracto

etandlico al 80%%.

Shivalingu B, et al (India, 2015), realizaron un estudio en donde probaron 3 tipos
de curcumas concluyendo que las especies son ricas en proteasas serina y cisteina
con un efecto procoagulante asociado con actividad fibrinogenolitica, logrando asi
detener el sangrado y ayudar al proceso de curacidn de heridas practicado por la
medicina tradicional india, si bien el método utilizado (colocacion directa sobre una
herida) varia con respecto a los anteriores, y que estas plantas utilizadas pertenecen

a otro pais, esto es muestra de cierta forma que los efectos de las circumas (dentro

10



de ellas el palillo), aun no son comprendidos en su totalidad, siendo necesario
continuar las investigaciones de manera especial sobre la coagulacién sanguinea,
en plantas de nuestra region*’, con la finalidad de poder contribuir al conocimiento
cientifico,nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ¢(El extracto
etanolico del rizoma de Carcuma longa L. “palillo” posee efecto anticoagulante in

vitro sobre muestras sanguineas de mujeres jovenes?

1. JUSTIFICACION

Segun la encuesta demografica de salud (ENDES) 2014 en el Peru la poblacion
femenina de 15 a 49 afios de edad continda siendo una poblacion relativamente
joven pues el 47% de ellas son menores de 30 afios. En el desarrollo femenino
se producen diferentes cambios hormonales, los mas importantes surgen a favor
de la preparacion hacia la maduracion sexual y la procreacion. En la encuesta
ENDES se reporta que el uso de métodos anticonceptivos en el Peru se
incremento a 74.6%, entre 1992 al 2014 y 3 de cada 4 mujeres convivientes
usan algun método anticonceptivo. En este sentido, el uso de anticonceptivos
orales y de terapia de reemplazo hormonal, estd muy generalizada y son dos
factores que pueden predisponer a una trombosis venosa profunda en mujeres.
A veces se da la condicion de que algunas de estas mujeres tienen algun tipo
de trombofilia, que al mezclar con los anticonceptivos orales de tipo combinado,
favorece el desarrollo de esta enfermedad. Si la mujer queda embarazada se
produciran en ella aun mas cambios, dentro de ellos se sabe que altera la

coagulacion convirtiéndola en un estado de hipercoagulabilidad, aumentando el
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riesgo de complicaciones como trombosis venosa profunda, tromboembolismo,

muerte materna y fetal.

En la practica obstétrica, y en el control prenatal, en ciertas mujeres se inicia
una terapia de anticoagulacion (principalmente si tienen problemas
cardiovasculares); sin embargo la farmacoterapia puede traer consecuencias
hemorragias y sangrado como efectos colaterales, por ello se continGia con la

blusqueda de alternativas o coadyuvantes a este tratamiento farmacolégico.

Entre estas alternativas figura la fitoterapia el uso de plantas medicinales y
dentro de ella la Cdrcuma longa L. 0 “palillo”, que es utilizada en la medicina
tradicional por sus propiedades como antiinflamatorio, antiulceroso,

antiespasmaodico, detoxificante, entre otros.

Partiendo de la necesidad de obtener nuevas terapias que ayuden a las mujeres
en edad fertil que consumen ACO, a las mujeres con terapia hormonal, a las
mujeres gestantes a sobrellevar de mejor manera los cambios durante el
embarazo, y a los hombres y mujeres en general, se creyo conveniente realizar
este estudio con el objetivo de determinar el efecto anticoagulante in vitro del
extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. de nuestro medio, en
muestras sanguineas de mujeres jovenes, entre 18 a 30 afios aparentemente
sanas con rangos normales de coagulacion (4 - 8 Minutos), con el fin de
proporcionar resultados preliminares que sirvan como base de estudios
posteriores para desarrollar una alternativa terapéutica antitrombdtica natural

sencilla, y de bajo costo
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2. PROBLEMA
¢El extracto etandlico del rizoma de Cdrcuma longa L. “palillo” posee efecto

anticoagulante in vitro sobre muestras sanguineas de mujeres jovenes?

3. HIPOTESIS
El extracto etanélico de Cdrcuma longa L. “palillo” posee efecto anticoagulante
sobre la sangre obtenida de mujeres jovenes (evidenciado mediante el aumento

en el tiempo de coagulacion).

4. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
e Evaluar el efecto anticoagulante in vitro del extracto etandlico del rizoma

de Curcuma longa L. en muestras sanguineas de mujeres jovenes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar los componentes fitoquimicos del extracto de rizoma de

Cdrcuma longa L.

e Determinar el tiempo de coagulacion de las muestras sanguineas por cada

estimulo planteado.

e Determinar los promedios de los tiempos de coagulacion con los 4

estimulos.

e Comparar los promedios de los tiempos de coagulacion de los 4 estimulos.
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Il.  MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL
1.1 POBLACION

Mujeres jovenes entre 18 a 30 afios, procedentes,de la facultad de Derecho
y Ciencias Politicas del Distrito de la Universidad Privada Antenor Orrego

de la provincia de Trujillo, del Departamento de La Libertad - Perd.
1.2 MUESTRA

El tamafio de cada grupo se obtuvo en base a la siguiente formula estadistica

N=2(Zqnt Zﬁ!z 52
d2

Siendo:

n: tamafio de la muestra por cada grupo
Z,»: coeficiente de confiabilidad

Zg: coeficiente de potencia

0: Desviacion estandar

d: error de muestreo

Entonces:

Para 0=0.05, Zo»=1.96 y [p=0.20, Zz=0.842
2
Igualamos 2—2:1; debido a que no existen trabajos previos

n=16
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n: representa el nimero de personas, de las cuales se extrajeron las muestras

sanguineas y posteriormente se separaron en 4 grupos.

1.3 UNIDAD DE ANALISIS

Muestra sanguinea de una mujer joven.

1.4 CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

e Mujer entre 18 a 30 afios que acepten participar del estudio.

e Con tiempo de coagulacion dentro del rango normal (4 - 8 Minutos).

e Encontrarse sin molestias 0 sintomas, como: tos, malestar general,
cefalea, dolor abdominal; sin antecedentes de enfermedad reciente
como: hepatitis, paludismo, enfermedades cardiacas, o cirugias y no

encontrarse recibiendo medicacién actual (Métodos Anticonceptivos).

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Encontrarse embarazada, padecer de hepatopatia demostrada,
paludismo, Infeccion por VIH, SIDA, enfermedades cardiacas, Diabetes

Mellitus u obesidad (IMC > 30 kg/m2).

2. METODO
2.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio experimental analitico transversal.
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2.2 DISENO DE INVESTIGACION

EA

EB

EC

ER

Hane

MUESTRAS
n=16

RESULTADOS

-
Cem D WP

G WP
(o) WP

TC,

L. al 50%.

L. al 100%.

EA: Estimulo A; EB: Estimulo B; EC: Estimulo C;
ER: Estimulo referencial con Citrato de Sodio al 3.8%.

Esq0,: Extracto etanolico del rizoma de Curcuma longa

Ejg00,: Extracto etandlico del rizoma de Circuma longa

CS ;334 Citrato de Sodio al 3.8%
TC,: tiempo de coagulacion sin aditivos.

TCy: tiempo de coagulacion con E30%,

TC: tiempo de coagulacion con E'0%.,

TCy: tiempo de coagulacion con CS; g

2.3 VARIABLES

Variable Definicién Conceptual | Definicion operacional | Indicador | Tipo y Escala
Concentracion del | Cantidad de gramos de | Porcentaje de dilucion mg/ml Cuantitativa de
extracto etandlico de | extracto de Cdrcuma | del extracto etandlico del razon
Curcuma longa L. longa L. en 100 ml de | rizoma de palillo al

liquido. 100% y 50%.
Tiempo coagulacion Prueba sanguinea que | Minutos obtenidos | Minutos. | Cuantitativa de
mide el tiempo que tarda la | mediante el método de | (4 -8 Mn) razon.

sangre en coagularse.

Burker.
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2.4 PROCEDIMIENTO
Descripcion del procedimiento:

1. Recoleccion e Identificacion del material Vegetal (Materia Prima),

basado en Claudia Kuklinsky*"

Los rizomas se recolectaron en el distrito de Moche, Trujillo-La Libertad, y
luego se identificaron y se clasifico taxonomicamente en el museo de
Historia Natural de la Universidad Privada Antenor Orrego (UPAO)

quedando una muestra en el Herbario Antenor Orrego (HAO) (ANEXO 1).

1.1 clasificacion taxondmica del material vegetal (Anexo 01):

Curcuma longa L. (Zzingiberacea)
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novéak ex Takht.
Superorden: Lilianae Takht.

Orden: Zingiberales Griseb.

Familia: Zingiberaceae Martinov
Género: Curcuma L.

Especie: Curcuma longa L.

La recoleccidn se realiz6 en forma manual en el mes de enero, en
cantidad necesaria para la preparacion del extracto etandlico, en las

primeras horas de la mafiana, en época de floracion, teniendo en cuenta
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que es la etapa donde los rizomas estdn en su mayor desarrollo,

permitiendo una buena calidad y cantidad de los principios activos.

2. Obtencion del extracto etanodlico del rizoma de urcuma longa L

Para la obtencién del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L, se

siguieron los siguientes pasos:

2.1

2.2

2.3

Seleccidn de los rizomas:
La seleccion de los rizomas se realizd considerando que las

caracteristicas morfoldgicas sean similares, sin presentar: deterioro,

contaminacion con insectos hongos u otros elementos extrafios.

Lavado y secado de los rizomas seleccionados.
Lavado

Se lavé con agua corriente potable e inmediatamente se enjuago con
agua tratada, se estabilizd pulverizando con alcohol de 96° a una
distancia aproximadamente de 80 cm sobre el material vegetal a fin

de lograr detener la accion fermentativa.

Secado

Se realizo el secado de los rizomas en un horno a una temperatura de

40 a 50°C por 24 horas.

Preparacion del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa
L.
Se procedio a retirar la cascara del rizoma, el producto se licud con

200 ml de alcohol de 96°, luego se afiadié a la mezcla otros 800 ml
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de alcohol de 96°, obteniéndose un total de 1350 ml de mezcla la

cual se filtro y se refriger6 a 4°C, posteriormente se llevd a un

rotavapor a 80°C, el que se encargd de separar el alcohol de la parte

s6lida mediante condensacion, obteniéndose 230 ml de extracto

etanolico los cuales fueron medidos con una probeta graduada.

Extraccion e identificacion de los principales fitoconstituyentes.

3.1

3.2

Deshidratacion del extracto etandlico de rizoma de
Curcuma longa L

Para extraer e identificar los principales fitoconstituyentes
primero se separ0 4 volumenes del extracto del rizoma de
Curcuma longa L. para obtener por deshidratacion 5gr de
cada muestra (muestra seca).

Obtencion de extractos con solventes de diferente
polaridad

Se pesaron las cuatro muestras secas de material vegetal (5,0
g cada una), se empaqueto cada muestra con papel filtro y se
colocaron en vasos graduados de 150 ml. A cada vaso se le
agregé 30-40 ml de solvente de diferente polaridad
(cloroformo, etanol, agua y HCI 1%) y se taparon con luna
de reloj.

Los cuatro vasos se sometieron a calentamiento con bafio
maria por espacio de 5 minutos, evitando gque se evapore todo
el solvente. Para el caso de HCI 1% se dejo 5 minutos mas.

Posteriormente se realiz6 el ensayo cualitativo a la gota®.
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3.3

Prueba a la gota

La determinacion de los fitoconstituyentes se realizé a partir
de los extractos obtenidos con los solventes: cloroformo,
etanol, agua y HCL 1%, utilizando el método de prueba a la

gota®®,

Es un ensayo que permite determinar de manera cualitativa
el tipo de metabolitos presentes en un extracto vegetal. El
método consiste en someter al extracto vegetal a reactivos

especificos los cuales generan compuestos coloreados®.
3.3.1 Con extracto cloroférmico

e Determinacion de esteroides: se realizo el ensayo de
Liebermann-Burchard. A 5 gotas de extracto, se
agrego 5 gotas de anhidrido acético y luego 2 gotas
de acido sulfurico concentrado. Una coloracion
verde, azul, azul verdoso, violeta o roja, indico
presencia de un nGcleo esteroidal o triterpenoidal®.

e Determinacion de quinonas: se realizé el ensayo de
Borntrager. A 5 gotas del extracto, llevado a
sequedad, se agregd 5 gotas de tolueno o analogos
(disolver) y luego 5 gotas de NaOH al 5%. La
aparicion de una coloracion roja, en la fase acuosa,
nos indico la presencia de antraquinonas Yy

naftoquinonas®.
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3.3.2

Con extracto etanélico

Determinacion de esteroides: a 5 gotas de extracto,
llevado a sequedad, se agregd 5 gotas de
diclorometano o cloroformo (disolver) y se realizo el
ensayo de Liebermann-Burchard“®,

Determinacion de flavonoides: se realizé el ensayo
de Shinoda. A 5 gotas de muestra se coloc6 unos
trocitos de magnesio metélico y luego agregar 3 gotas
de é&cido clorhidrico concentrado. La coloracion
rojiza nos indicé la presencia de flavonoides*.
Determinacion de cardiotonicos: se realizd el
ensayo de Kedde. A 5 gotas de extracto agregar 3
gotas de reactivo de Kedde. La aparicion de
coloraciones violetas o purpuras es prueba positiva de
la existencia de cardiotonicos*.

Determinacion de taninos: se realiz6 el ensayo de
cloruro férrico o gelatina. A 5 gotas de extracto se
afiadio 2 gotas de solucion de FeCls al 10%. Una
coloracion azul indico la presencia de taninos
hidrolizables y una coloracion verde indicé la

presencia de taninos condensados*®.
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3.3.3 Con extracto acuoso

Determinacién de antocianinas: se realizo el
ensayo del pH (medio &cido y basico). A 5 gotas de
extracto se afiadi6 3 gotas de HCI concentrado.
Observar el color formado. A otra muestra de 5 gotas
de extracto se afiadi6 3 gotas de NaOH al 5%. Las
antocianinas se reconocen por producir diferentes
colores a diferentes pH*,

Determinacion de saponinas: se realizé el ensayo de
la espuma. Colocar 3 ml de la extracto en un tubo de
ensayo y agitar vigorosamente por 30 segundos,
esperar 15 minutos. La persistencia de la espuma nos
indico la presencia de saponinas.

Determinacion de Taninos: se realizé el ensayo con

cloruro férrico o gelatina*®.

3.3.4 Con extracto acido (HCI al 1%0)

Determinacion de alcaloides: se realizo el ensayo de
Dragendorff, Meyer y Wagner. Se colocaron en 3
tubos de ensayo 1 ml de extracto acido. Se afiadié a
cada uno 2 gotas de los reactivos de Dragendorff,
Mayer y Wagner. Si se observa turbidez o
precipitados (rojo a naranja, blanco a crema y
marron), se considerd6 que la muestra contiene

alcaloides?®.
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4.

Preparacion de las diferentes concentraciones del extracto

etandlico para el ensayo del tiempo de coagulacion.

4.1.

4.2.

Preparacion de la solucion al 50% del Extracto de

Curcuma longa L.

Extracto base himeda de
Carcumalonga. L............coooeviiiiiiiiiieieeeen 10 Ml

Aguadestilada c.s.p ..oooviiiiiiiiiiii 10ml.

Preparacion de la solucion al 100% del Extracto de

Curcuma longa L.

Extracto base himeda de ClUrcuma

Se utiliz6 el extracto en base humeda para evitar la

dificultad de la  disolucidn de la muestra seca.

Los extractos fueron guardados en frasco gotero color

caramelo en refrigeracion para su posterior uso.

Determinacion del tiempo de coagulacion in vitro en sangre de

mujeres jovenes.

5.1

Método para la determinacion del tiempo de coagulaciéon

Se realiz6 mediante el método de Burker, cuyo tiempo
referencial normal varia entre 4 a 8 minutos* y es el tiempo

que tarda en formarse el coagulo en una muestra sanguinea
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5.2

sin anticoagulante al ponerse en contacto con una superficie

de vidrio.

Las muestras sanguineas de las 16 mujeres jovenes fueron

estudiadas con los siguientes 4 estimulos:

Estimulo A: (Blanco), sangre sin aditivos

Estimulo B: Sangre maés extracto etandlico de rizoma de
Cdrcuma longa L. al 50%

Estimulo C: Sangre mas extracto etandlico de rizoma de
Carcuma longa L. al 100%

Estimulo R: Sangre con anticoagulante de citrato de

sodio al 3.8%

Toma de muestra y determinacion del tiempo de

coagulacion.

a)

b)

En la lamina excavada se colocdé una gota de cada
estimulo (ninguno en el caso del Estimulo A) en cada

pocillo, a los cuales se agreg6 una gota de sangre.

Para la obtencion de la muestra sanguinea, se desinfecto
el pulpejo del dedo de la participante usando algoddn
embebido con alcohol al 70° y se realiz6 la puncion con
una lanceta estéril.

Al estimulo A: se colocé una gota de sangre en el pocillo

de la lamina excavada sin ningln aditivo y se puso en
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d)

marcha el cronometro (reloj). Cada 15 segundos se
examind la muestra de sangre con ayuda de la misma
aguja hipodérmica hasta la observacién de la formacion
de hilo de fibrina que se adhiere a la punta de la aguja, lo
cual indicé que la sangre se ha coagulado, y en ese
momento se anoto el tiempo transcurrido. Si el tiempo de
coagulacion se encontraba dentro del rango normal se
aceptaba dicha muestra, en caso contrario hubiera
quedado excluida.

Al estimulo B y C: se afiadio una gota de sangre en cada
pocillo de la lamina excavada que contenia los extractos
al 50 % y al 100% respectivamente, se homogenizo, en
ese instante se puso en marcha el cronometro
,examinando cada 15 segundos la muestra de sangre con
la punta de la aguja hipodermica hasta la observacion de
la formacion del hilo de fibrina, lo cual indicé que la
sangre se ha coagulado y en ese instante se anoto el
tiempo transcurrido

Al estimulo R se le colocé una gota de sangre en su
pocillo correspondiente la cual contenia el citrato de
sodio al 3.8 %, inmediatamente se puso en marcha el
cronometro.

Los resultados que se obtuvieron fueron comparados

con el valor normal de 4 a 8 minutos®.
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2.5 ANALISIS DE LOS DATOS
Luego de la recoleccion, los datos fueron ordenados en una base de datos en
Excel 2013 para luego ser analizados con el programa SPSS version 23,
mediante los promedios y desviacion estandar de los resultados de tiempos de
coagulacién en los 4 estimulos, estos fueron agrupados en tablas para luego
utilizar la prueba T de Student para muestras independientes a fin de determinar
si existe diferencia entre las mediciones de los 4 estimulos, cruzando los datos
de cada grupo y aceptandose que la diferencia sera significativa cuando el valor

de p sea menor de 0.05.

2.6 ASPECTOS ETICOS
Se solicito aprobacién previa para la ejecucion del proyecto de investigacion
por parte de la autoridad competente de la Universidad Privada Antenor Orrego
ANEXO 03. Se protegio en todo momento la confidencialidad de los datos de
investigacion de los participantes®, asi como también se firmd el acta de
consentimiento informado, tal cual se estipula en la pauta 18 de las pautas éticas
CIOMS®! en su actualizacion del 2009, este mismo fue redactado siguiendo las
pautas del manual de procedimientos para comités institucionales de ética en

investigacion en el Perl. Instituto Nacional de Salud 2013.
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I1l.  RESULTADOS

El ensayo fitoquimico (Tabla 1), del extracto etandlico del rizoma de Curcuma
longa L., mostré que estd compuesto por quinonas, taninos, flavonoides, alcaloides,
esteroides, antocianinas y cardiotonicos, siendo cualitativamente predominante los

taninos hidrolizables.

La muestra fue constituida por 16 mujeres jovenes cuyo promedio de edad fue de

22.93 afios (Tabla 2), quienes aceptaron participar voluntariamente del estudio.

Los tiempos de coagulacion obtenidos mediante el método de Burker se midieron
en minutos y se encontraron entre los valores normales (Tabla 3). El tiempo
promedio de coagulacion con el estimulo A fue de 5.23 minutos, y con la adicion
de extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. al 50% aumenté a 5.76 *
0.85 minutos, a 89.18 + 14.81 con extracto al 100% y con el citrato de Sodio ninguna
muestra presento coagulacion (Tabla 4), obteniendo diferencia significativa cuando
se compararon los resultados obtenidos en el estimulo A y B frente a la

concentracion de 100% del extracto de Curcuma longa L. (Tabla 5).
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TABLA 1. COMPONENTES FITOQUIMICOS DEL EXTRACTO ETANOLICO

DEL RIZOMA DE Curcuma longa L.

METABOLITO ENSAYO

RESULTADO CALIFICACION

Taninos

Cloruro de Fierro (I11)
hidrolizables
Flavonoides Shinoda
Esteroides Liebermann-Burchardt
Quinonas Borntrager
Cardiotonicos Kedde
Antocianinas Ph

Dragendorff
Alcaloides

Mayer

Color azul ++++
Color marrén ++++
Color violeta ++++
Color naranja ++++
Color parpura ++++
Color rosado +++
Ppdo. Turbio ++

Ppdo. marrdn +++

Ppdo: Precipitado

++: Baja presencia de metabolitos secundarios

+++: Mediana presencia de metabolitos secundarios

++++: Alta presencia de metabolitos secundarios

Fuente: Datos obtenidos por el equipo investigador de muestras del extracto

etanolico del rizoma de Curcuma Longa L. en el laboratorio de Quimica de la

Universidad Privada Antenor Orrego 2016.
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TABLA 2. TIEMPOS DE COAGULACION DE LAS MUESTRA CON CADA
ESTIMULO PLANTEADO.

ESTIMULOA ESTIMULOB ESTIMULOC  ESTIMULOR

(min) (min) (min) (min)
1 4.7 5.2 75 NC
2 4.8 6.3 105 NC
3 4.7 4.9 80 NC
4 4.5 5.2 100 NC
5 5.2 5.3 72 NC
6 55 55 100 NC
7 4.9 5.2 75 NC
8 6.3 6.4 100 NC
9 5.4 5.6 90 NC
10 4.2 5.7 95 NC
11 6.3 6.5 115 NC
12 6.3 7.2 110 NC
13 5.4 6.3 75 NC
14 6.5 6.5 70 NC
15 4.8 55 90 NC
16 4.3 4.9 75 NC
X + DE 5.23+0.76 5.76 £ 0.85 89.18 + 14.81 NC

Estimulo A: Sangre sin aditivos.

Estimulo B: Sangre + Extracto etanolico de rizomas de Palillo al 50%.
Estimulo C: Sangre + Extracto etandlico de rizomas de Palillo al 100%.
Estimulo R: Sangre + Patrén Referencial Citrato de Sodio al 3.8%

NC: No coagulé.

X: promedio; DE: Desviacion Estandar.

Fuente: Datos obtenidos por el equipo investigador, de mujeres jovenes
voluntarias de la Universidad Privada Antenor Orrego de la ciudad de Trujillo, La
Libertad — Pert 2016.
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TABLA 3. PROMEDIOS DE LOS TIEMPOS DE COAGULACION CON LOS

CUATRO ESTIMULOS.

ESTIMULOA ESTIMULOB ESTIMULOC ESTIMULOR

X + DE X + DE X + DE X + DE
Tiempos de
5.23+£0.76 576 £0.85 89.18 £14.81 NC
coagulacion
X: promedio.

DE: Desviacion Estandar.

Estimulo A: Sangre sin aditivos.

Estimulo B: Sangre + Extracto etanolico de rizomas de Palillo al 50%.
Estimulo C: Sangre + Extracto etandlico de rizomas de Palillo al 100%.
Estimulo R: Sangre + Patron Referencial Citrato de Sodio al 3.8%

NC: No coagulé.

Fuente: Datos obtenidos por el equipo investigador, de mujeres jovenes
voluntarias de la Universidad Privada Antenor Orrego de la ciudad de Trujillo, La

Libertad — Perti 2016.
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TABLA 4. COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE TIEMPOS DE

COAGULACION CON LOS CUATRO ESTIMULOS.

Comparacion de promedios

_ _ p* Significancia
(X +DE vs X + DE)

EA vs EB 5.23+0.76 vs 5.76 + 0.85 0.964 NS

EB vs EC 5.76 £+ 0.85vs 89.18 + 14.81 <0.001 S

EA vs EC 5.23+0.76 vs 89.18 + 14.81 <0.001 S

X + DE: Promedio + desviacion estandar

*Prueba T de Student para grupos independientes.

NS: No significativo; S: Significativo

EA: Sangre sin aditivos.

EB: Sangre + Extracto etanolico de rizomas de Palillo al 50%.
EC: Sangre + Extracto etandlico de rizomas de Palillo al 100%.

ER: Sangre + Patron Referencial Citrato de Sodio al 3.8%

Fuente: Datos obtenidos por el equipo investigador, de mujeres jovenes
voluntarias de la Universidad Privada Antenor Orrego de la ciudad de Trujillo, La

Libertad — Pert 2016.
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IV. DISCUSION

El ensayo fitoquimico del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L.,
arrojo como resultado la presencia de taninos hidrolizables, flavonoides, esteroides,
quinonas y cardiotonicos, principalmente (Tabla 1). Estos resultados obtenidos son
similares a los reportados en distintos trabajos como el de Obire O, et al®? (Africa,
2009), quienes refieren la presencia de fenoles, flavonoides, terpenoides, y taninos
en una especie de Curcuma Longa procedente del Africa. Para la especie Curcuma,
otro trabajo también ha informado que se compone de carbohidratos (69,4%),
proteinas (6,3%), grasas (5,1%) y minerales (3,5%); y ademas su aceite esencial
contiene sabineno, cineol, borneol, zingibereno y sesquiterpenos®®. Shagufta N, et
alP* (Pakistan, 2010), utilizd aceite esencial de Curcuma Longa y encontré que los
principales componentes fueron flavonoides, cardiotdnicos y curcuminoides; por su
parte, Satpal B, et al®® (India, 2012), identificd flavonoides, saponinas y fenoles.
Esta concordancia con los diferentes trabajos de otros continentes, es importante ya
que se ha demostrado que los flavonoides y polifenoles propios de la Curcuma,

tienen actividades inhibidoras efectivas de la agregacion plaquetaria®®.

Los extractos de curcuma han demostrado seguridad en humanos debido a que se
ha reportado buena tolerancia a las dosis altas de esta sustancia sin efectos
secundarios significativos?* ’. Por otro lado, Deshpande et al*® (India, 2008),
evalud los efectos adversos tras el consumo de extracto etandlico de curcuma en
ratas Wistar, a concentraciones de 1% y 5%, evidenciando que a los 14 dias de
consumo ninguna rata mostrd efecto adverso alguno, contrapuesto a Kandarkar, et

al®® (India, 2008), quien realizé ensayos en ratones, a los cuales administré extracto
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etandlico al 1% y 5%, reportando que a los 14 dias de ingesta, estos mostraron
hepatoxicidad en el estudio histopatoldgico y bioquimico, por lo tanto al no existir
estudios que utilicen esta planta sobre el tejido sanguineo humano y por ser muy
consumida en nuestro pais, se realizé la presente investigacién con extracto
etandlico de Cdrcuma longa L. in vitro, para comprobar su efecto sobre la
coagulacién sanguinea, factor muy importante en la salud de las personas y en
especial durante procesos que la alteran como el consumo de anticonceptivos y la

gestacion.

La muestra se conform6 por un grupo de 16 mujeres jovenes elegidas al azar
mediante muestreo aleatorio simple, en aparente buen estado de salud, sin
comorbilidades, con valores normales de hemostasia corroborado con el dosaje
basal normal, y cuyo promedio de edad e indice de masa corporal fue de 22.9 afos
y 22.22 kg/m? respectivamente (Tabla 2), similar a Mayanglambam A, et al*
(Filadelfia, 2010) quien incluyd voluntarios jovenes sanos. La eleccion de un grupo
de mujeres jovenes sanas fue determinante para el estudio, pues se necesita la menor
cantidad de factores influyentes sobre la coagulacion, a fin de que estos no
intervengan en los resultados y luego puedan ser analizados en otras poblaciones

similares.

Los resultados estadisticos muestran que el extracto etandlico del rizoma de
Curcuma Longa L. tuvo efecto anticoagulante sobre las muestras sanguineas de
mujeres jovenes sanas, quienes tenian valores de coagulacion que se encontraban
en el rango de normalidad (5.23 + 0.76 minutos)®°. Al afiadir el Citrato de Sodio al

3.8% ninguna muestra coaguld, debido a que se trata de una sustancia
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anticoagulante. Al agregar extracto etandlico de Curcuma longa L. al 50%, los
tiempos aumentaron hasta 5.76 minutos en promedio. Sin embargo, el extracto
etandlico al 100% de palillo prolongé considerablemente el tiempo de coagulacién
(89.18 = 14.81 minutos), demostrando que dicho efecto es directamente

proporcional a la concentracion del extracto (Tablas 3 y 4).

Al respecto de los hallazgos obtenidos con Curcuma longa L., otros autores
utilizando diferentes especies de Curcuma, demostraron su actividad
antiplaquetaria, son: Curcuma aeruginosa Roxb, Curcuma domestica Valeton,
Curcuma mangga Valeton y Curcuma xanthorrhiza Roxb, explicando los
resultados debido a que la curcumina y flavonoides presentes en estas especies
botanicas poseen un efecto antagonista del factor activador de plaquetas y de la

coagulacion® 61,

Nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado en otras investigaciones, el empleo
del extracto de Curcuma longa L. al 100%, aumento significativamente el tempo
de coagulacion en comparacion con los otros estimulos. Al comparar el estimulo A
y el B, no se encontraron diferencias significativas (p=0.964), sin embargo, al
compararlos contra el estimulo C, los resultados obtenidos fueron estadisticamente
significativos (p<0.001) (Tabla 5). En el estudio de Ramirez A, et al°?(Chile,2000),
se empleo un total de 30 personas (16 hombres y 14 mujeres) entre 24 y 75 afios de
edad en aparente buena salud, quienes ingirieron 20 mg de extracto hidroalcohélico
de Curcuma longa por 15 dias, encontrando que los niveles de fibrindgeno
disminuyeron significativamente y aumentaron los tiempos de coagulacion

(p<0.011). Por su parte, Lee H, et al®® (Japdn,2006), investigaron el extracto
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metandlico de la Curcuma longa L. procedente de Seul, haciendo uso de un modelo
de agregacion plaquetaria en sangre de conejos machos, encontrando que a una
concentracion al 10% del extracto, el porcentaje de agregacion plaquetaria fue del
46% Yy con el extracto al 100%, la agregacion plaquetaria fue inhibida totalmente
(p<0.001), resultados cercanos a los nuestros, ya que al 100% del extracto etanélico
el promedio de tiempos de coagulacion superaban los 89 minutos, un valor
significativamente alto si tomamos en cuenta que el valor normal por el método de
Burker es de 4 a 8 minutos. Otros autores realizaron ensayos con los compuestos
del rizoma de Curcuma longa L., tal es el caso de Mayanglambam A, et al*
(India,2010), en su estudio encontraron que la curcumina a una concentracion del
50%, inhibia el 75% de la agregacion plaquetaria en muestras sanguineas de

carnero.

Por su parte, Manikandan P, et al®* (India,2004), informaron sobre la actividad
anticoagulante de la curcumina, resultados obtenidos mediante la prolongacién en
los tiempos de protrombina, trombina y tromboplastina parcial activada, en
muestras sanguineas de ratas, que recibieron una dosis oral Unica de 15 mg/kg de
curcumina. Ademas, Kim et al*®, (Corea,2012) publicaron que la curcumina
prolongd el tiempo de protrombina y tromboplastina parcial activada de forma
significativa e inhibieron las actividades de trombina y factor X activado, ellos
realizaron un estudio in vitro, utilizando extracto etandlico al 80% aplicado en ratas
macho en forma de pretratamiento, durante 14 dias con 300 mg/kg de Curcuma

longa L.
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También se han realizado investigaciones con otras formas de preparacion; en el
trabajo de Prakash P, et al*® (India,2011), se utilizé aceite esencial de Curcuma,
aplicado a roedores, demostrando que el aceite esencial posee efecto antiagregante
plaquetario mediante la inhibicion de difosfato de adenosina (ADP) y trombina,
obteniendo reduccion al 31% de la agregacion plaquetaria, y prolongando en un 18
a 25% el tiempo de sangrado. Al respecto de este modelo de investigacion, otro
ensayo con curcumina (procedente de Curcuma Longa L.), se llev6 acabo en 2012,
en esta investigacion los tiempos de sangrado de los ratones fueron mayores a 15
minutos, utilizando una dosis de 300 mg/kg, concluyendo que la curcumina inhibia
las vias extrinsecas e intrinsecas de la coagulacion de la sangre mediante la

inhibicion de Factor X activado y trombina®®.

Para comprender los mecanismos por los cuales actdan los metabolitos de Curcuma
Longa L., debemos primero saber que la agregacion plaquetaria es un fendmeno
complejo que probablemente involucra varias vias bioquimicas intracelulares. Las
plaquetas se activan mediante una serie de agonistas fisioldgicos, tales como acido
araquidonico, colageno, factor activador de plaguetas o trombina, para luego
agregarse unas entre otras®®. Debido a que esta activacion se produce por diversas
sustancias, las plaquetas pueden precipitar la formacion de trombos, dando lugar a
enfermedades procoagulantes. Ademas, las interacciones entre las plaquetas y
endotelio vascular, resulta importante en el desarrollo de trombosis y enfermedades

cardiovasculares®.
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Cuando se produce un dafio en el endotelio se expone el colageno subendotelial,
este se une a las plaquetas mediante dos receptores: 1B/V/IX o el factor VI, a los
que se unird el Factor de Von-Willebrandt, a esto se le conoce como adhesion
plaquetaria, posteriormente la plaqueta posee vesiculas que contienen

glicoproteinas 11b/111a necesarias para la agregacion plaquetaria®’.

El calcio dentro de los granulos plaquetarios produce la formacion de tromboxano
A2 (Tx A2) en el citosol por activacion enzimética. EI TxA2 recién formado y el
ADP se unen a receptores que activan adenosina monofosfato ciclico haciendo que
el Calcio intracitoplasmatico reaccione y genere movimiento de microtibulos, los
cuales movilizaran la glicoproteina Ilb/llla hacia la membrana plaquetaria
dejandola expuesta y disponible para la agregacion plaquetaria. Por lo tanto
cualquier alteracion en alguno de estos factores resultara en un efecto antiagregante

plaquetario®.

La curcumina esta presente en los rizomas de Curcuma longa L., en la investigacion
de Rahman A, et al®® (Suecia, 2014), demostraron que la curcumina bioactiva se
concentraba en la médula del rizoma de la planta; ademas fueron positivos todos
los componentes principales del palillo en el rizoma, resultado similar al de Kanjana
S, et al®® (India,2016), quienes recientemente reportaron que la curcumina

representa la principal molécula activa del rizoma de esta planta.

Los estudios con curcumina, han demostrado que esta posee efecto antiagregante,
Rao C, et al’® (Estados Unidos, 2005), concluyen que la circuma prolonga el tiempo
de coagulacion sanguinea mediante disminucién de la actividad catalitica de la

Fosfolipasa A2 y Fosfolipasa C, por consiguiente disminuye la liberacion de acido
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araquidonico intracelular; afios mas tarde, Ramsewak R, et al (Estados Unidos,
2000)"y Goel A, et al’? (Estados Unidos, 2001), demostraron que la circuma actda
mediante la inhibicién de la expresion de ciclo-oxigenasa 2, necesario para la

formacion de TxA2 desde el acido araquidonico.

De manera similar Shah B, et al”® (Pakistan, 2009), estudiaron el efecto de la
curcuma en la coagulacién, demuestran que este metabolito actGa inhibiendo la
formacion de tromboxano y la sefializacion del calcio, este hecho no permitiria la
formacion de TxA2, necesario para la activacion y agregacion plaquetaria. Otros
trabajos apoyan la idea anterior, concluyendo que la curcumina, la cual seria
rapidamente metabolizada y conjugada en el higado’™, es capaz de interactuar con
numerosas moléculas implicadas en la coagulacion™ ¢, como lo es la

ciclooxigenasa-2.

Chainani N, et al’” (Pakistan,2003), estudid el aceite esencial de Curcuma longa,
sus resultados informan que la curcumina redujo la agregacion plaquetaria inducida
por trombina, colageno y ADP, y no de otra forma, por lo tanto sugiere que el efecto
antiplaquetario sea probablemente producido a nivel membrana/receptor .Estos
mecanismos concuerdan con Daveluy A, et al’® (India,2014), quienes encuentran
que es posible que la curcuma interfiera con anticoagulantes orales antagonistas de
la Vitamina K (Flunidona), debido a que aument6 la Razdén normalizada
internacional (INR), haciendo importante el hecho de preguntar a los pacientes si

estan agregando curcuma a su dieta.
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Por lo anterior, el aumento en el tiempo de coagulacion logrado en los grupos a los
cuales se afadio extracto de Curcuma Longa L. se demuestra que esta especie
botanica posee actividad anticoagulante, dependiente de la concentracién y es
debido posiblemente a sus componentes como la curcumina, flavonoides,
cardioténicos, taninos hidrolizables y terpenos, que actlan por diferentes
mecanismos y en distintas fases de la coagulacién, ya sea inhibiendo las vias
extrinsecas e intrinsecas (inhibicion del Factor Xa), mediante la inhibicion de la
generacion de trombina o antagonizando la agregacion plaquetaria. Por otro lado,
estudios en donde especies de Curcuma demuestran efectos procoagulantes, no han
sido concluyentes en base al mecanismo de accion, estos resultados podrian
explicarse por el metodo diferente utilizado, ademas de haber sido aplicados sobre
heridas superficiales, en donde podrian actuar otros metabolitos de la curcuma que
puedan acelerar la cicatrizacion®’. Por lo tanto, nuestros resultados se suman a los
hallazgos previos y apoyan el hecho que esta especie puede ser Util para el disefio
racional de estrategias farmacoldgicas, representando una alternativa sencilla y de
bajo costo para hacer frente al estado de hipercoagulabilidad, propio del embarazo,

en otras enfermedades trombaticas.
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V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. “palillo” posee efecto

anticoagulante in vitro sobre muestras sanguineas de mujeres jovenes.

El extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. “palillo” presenta
principalmente taninos hidrolizables, flavonoides, esteroides, quinonas vy

cardiotonicos.

Las mujeres participantes tenian en promedio 22.93 afios y 22.22 Kg/m? de

indice de masa corporal.

Los tiempos de coagulacion in vitro de las muestras sanguineas sin aditivos y
con extracto etanolico del rizoma de Cdrcuma longa L. al 50% se encontraron
entre 4.3 y 7.2 minutos respectivamente, y con extracto al 100% entre 72 y 115

minutos.

Los promedios de tiempos de coagulacion para cada estimulo fueron 5.23 (sin
aditivos), 5.76 (extracto al 50%) y 89.18 minutos (extracto al 100%), y con

citrato de sodio 3.8% no hubo coagulacion.

El tiempo de coagulacion in vitro de las muestras sanguineas con extracto
etanolico del rizoma de Curcuma longa L. al 100% fue estadisticamente

superior al tiempo logrado en el grupo sin aditivos y con extracto al 50%.
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V. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar los estudios del efecto anticoagulante de Curcuma

longa L. (palillo) con diferentes dosis y concentraciones.

Ampliar el estudio fitoquimico del extracto etandlico de Curcuma longa L.

(anlisis espectrofotométrico), asi como la cuantificacion de curcumina.

Se recomienda ampliar los estudios de seguridad del consumo de extracto

etandlico del rizoma de Curcuma longa L. al 100%.

Se recomienda realizar ensayos sobre muestras sanguineas de diferentes
poblaciones de mujeres tales como usuarias de anticonceptivos orales, con

terapias de reemplazo hormonal, gestantes, entre otras.
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ANEXOS



ANEXO 1

Identificacion Taxonomica de la Curcuma Longa L. en el museo
botanico de la universidad Privada Antenor Orrego.

«5:5 ; u PAO Museo de Historia Natural y Cultural

HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)

CONSTANCIA N¢02-2017-HAO-UPAO

El que suscribe, Director del Museo de Historia Natural y Cultural de la
Universidad Privada Antenor Orrego, deja:

CONSTANCIA

Que Karo Mercedes Villalta Valderrama y Jenny Garcia Correa, bachilleres
en Obstetricia de la Universidad Privada Antenor Orrego, han solicitado la
determinaciéon de material vegetal, el cual corresponde a la siguiente
especie:

Curcuma longa L. (Zingiberaceae)

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Lilianae Takht.
Orden: Zingiberales Griseb.
Familia: Zingiberaceae Martinov
Género: Curcuma L.
Especie: C. longa L.

El mismo que sera utilizado para la tesis titulada: “Efecto coagulante in vitro
del extracto etandlico del rizoma de Curcuma longa L. “palillo” en muestras
sanguineas de mujeres jovenes”.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines
correspondientes.

/69 Truijillo, 16 de enero de 2017
TR ke <

MUSEAD: » Ve
Z? FISTU:?M\E!UPJI. o Segundo eiva Gonzdlez

¥ CULTURAL DIRECTOR

x
o
éf," MUSEQ DE HISTORIAL NATURAL Y CULTURAL

-
Z,
%

JIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO AvAmeérica Sur 3145 Monserrate Trujillo -
ww.upao.edupe Telf:[+51][044] 604444 Fax: 282900
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ANEXO 2

ENSAYO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL RIZOMA

DE Curcuma longa L.
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ANEXO 3

CONTROL DE CALIDAD DEL PULVERIZADO DEL RIZOMA DE

Curcuma longa L.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Textura Suave uniforme
Olor Aromatico
Sabor Acido, picante
Color Amarillo

Fuente: Datos obtenidos por el equipo investigador de muestras del extracto
etanolico del rizoma de Curcuma Longa L., en el laboratorio de quimica de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
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ANEXO 4

HOJA INFORMATIVA

Titulo: Efecto coagulante in vitro del extracto etandlico del rizoma de

Carcuma longa L. “palillo” en muestras sanguineas de mujeres jovenes.

Autoras: Jenny Garcia Correa con DNI: 03691162 y Karo Mercedes Villalta

Valderrama con DNI: 41100714,

Objetivo principal del estudio: Evaluar el efecto Anticoagulante in vitro del extracto

etandlico del rizoma de Curcuma longa L. en muestras sanguineas de mujeres jovenes.

Estimado participante: Para efectos de la investigacion se le extraera unas gotas
de sangre capilar del pulpejo de un dedo, siguiendo todos los procedimientos
correctos a fin de no causarle molestias adicionales. Luego se analizara el tiempo
de coagulacion mediante el método de Burker, dato que se le informara al término

del estudio.

RECUERDE:

1. Su participacién no conlleva riesgos personales., caso contrario el personal
investigador corre con todos los pormenores.

2. No recibira ninguna compensacion econdémica por participar.

3. Su identidad sera protegida mediante un codigo asignado desde el momento de
la recoleccion de la muestra y los resultados seran de uso exclusivo para la
investigacion.

4. Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria y es libre
de retirarse de la misma sin previa explicacion de los motivos.

5. Cualquier informacion al respecto de la investigacion se le sera brindada.
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ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo:

Identificada con DNI N°:

He leido y comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos,
pero se me explico acerca de la proteccion de datos. Convengo en participar en este

estudio de investigacion.

Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante Fecha:

Firma del Investigador
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ANEXO 5

Autorizacion de la Universidad Privada Antenor Orrego
para la realizacion del proyecto de investigacion.

‘5‘: ”‘f'u Kl | | PAO VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

COMITE DE BIOETICA EN INVESTIGACION

RESOLUCION COMITE DE BIOETICA N°005-2017-UPAO
Trujillo, 30 de mayo de 2017

VISTO, el oficio de fecha 29-V-2017 presentado por los alumnos GARCIA CORREA, JENNY;
VILLALTA VALDERRAMA, KARO quien solicita autorizacién para realizacion de investigacion.

CONSIDERANDO:

Que por oficio, el alumnos GARCIA CORREA, JENNY; VILLALTA VALDERRAMA, KARO
solicita se le de conformidad a su proyecto de investigacién, de conformidad con el Reglamento
del Comité de Bioética en Investigacion de la UPAO.

Que en virtud de la Resolucién Rectoral N° 3335-2016-R-UPAO de fecha 7 de julio de
2016, se aprueba el Reglamento del Comité de Bioética que se encuentra en la pagina web de la
universidad, que tiene por objetivo su aplicacién obligatoria en las investigaciones que
comprometan a seres humanos y otros seres vivos dentro de estudios que son patrocinados por
la UPAO y sean conducidos por algin docente o investigador de las Facultades, Escuela de
Posgrado, Centros de Investigacién y Establecimiento de Salud administrados por la UPAO

Que en el presente caso, después de la evaluacién del expediente presentado por el
alumno, el Comité Considera que el mencionado proyecto no contraviene las disposiciones del
mencionado Reglamento de Bioética, por tal motivo es procedente su aprobacién.

Estando a las razones expuestas y de conformidad con el Reglamento de Bioética de
Investigacion:

PRIMERO: APROBAR el proyecto de investigacion “EFECTO COAGULANTE in vitro DEL EXTRACTO
ETANOLICO DEL RIZOMA Curcuma longa Linn “Palillo” EN MUESTRAS SANGUINEAS EN MUJERES
JOVENES”

SEGUNDO: dar cuenta al Vice Rectorado de Investigacion.

7

i g}/y Archivese.
Chanduvi Cornejo Dr. JosélGonza’lez Cabeza

Presidente Secretario

1 2
Registrese, Comu U\CL
INIDAD g~ ©
lr‘J(\:/l:ENmOS bg g
STIGA
—TCAdN 5
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ANEXO 6

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Titulo: “Efecto coagulante in vitro del extracto etandlico del rizoma de

Curcuma longa L. “palillo” en muestras sanguineas de mujeres jovenes

Diabetes Mellitus: SI () NO ()

CODIGO:
v' EDAD:
v' PESO:
v TALLA:
Actualmente padece de:
» Hepatopatia: SI() NO ()
» Paludismo: SI() NO()
» VIH/SIDA: SI() NO()
» Enfermedad cardiaca: SI () NO ()
>
>

¢Esta tomando alguna medicacion? SI () NO ()

TIEMPOS DE COAGULACION

b

BLANCO CON EXTRACTO | CON EXTRACTO | CON CITRATO
AL 50% AL 100% DE SODIO 3.8%
FECHA: / /
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ANEXO 7

Fotografias del estudio

Analisis fitoquimico del extracto.

Resultados y analisis fitoquimico final del extracto etandlico del rizoma de palillo.
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Obtencion de los tiempos de coagulacion de la sangre extraida en cada
concentracion del extracto etandlico del rizoma de Curcuma long.
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