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RESUMEN

Churiyuyo (Kalanchoe pinnata), es una especie perenne suculenta que pertenece a la
familia Crassulacea, la cual, ha sido reconocida en las comunidades indigenas
amazodnicas por las propiedades de sus hojas, que se encargan de mejorar algunos
padecimientos frecuentes en la poblacién como son: la hinchazén, la reparacion de
heridas y la sanacién de problemas respiratorios; sin embargo, la practica ancestral de
su uso posee poco respaldo cientifico. La fitoquimica de las hojas de Churiyuyo,
demuestra la presencia de alcaloides, flavonoides y taninos, los cuales, se conocen como
compuestos bioactivos responsables de las capacidades curativas que posee dicha
planta. En este estudio se evaluaron cuatro tipos de extractos de hojas de Churiyuyo
(acuoso, en metanol, en hexano y en cloroformo), los cuales intervienen en la
coagulacién sanguinea, y por ende, influyen en el proceso de cicatrizacion. Se midio el
efecto que realiza cada uno de los extractos sobre los tiempos de protrombina (TP), la
tromboplastina parcial (TTP) y el fibrindgeno. Los resultados mostraron una notable
reduccion en el tiempo de coagulacidon sobre el plasma tratado con el extracto
metandlico a la concentracién de 5 mg/ml, en comparacion con el plasma no tratado o

tratado con los otros tres extractos.

Palabras clave: Sangre, hemostasia, fitoterapia, biomoléculas.
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ABSTRACT

Churiyuyo (Kalanchoe pinnata) is a perennial succulent species belonging to the
Crassulaceae family. It has been recognized in Amazonian indigenous communities for
the properties of its leaves, which are used to alleviate common ailments such as
swelling, wound healing, and respiratory issues. However, the ancestral practice of its
use has little scientific backing. Preliminary phytochemical analysis reveled the presence
of alkaloids, flavonoids, and tannins, known as active compounds responsible for the
plant's healing abilities. In this study, we evaluated four types of Churiyuyo leaf extracts
(methanolic, aqueous, hexane, and chloroform) for their activity in promoting the blood
coagulation process, which is involved in wound healing. The effect of each extract on
prothrombin time (PT), partial thromboplastin time (PTT), and fibrinogen was measured.
The results showed a significant reduction in coagulation time in plasma treated with the
methanolic extract at a concentration of 5 mg/ml, compared to untreated plasma or

plasma treated with the other three extracts.

Key words: Blood, hemostasia, phyitotherapy, biomolecua
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Ecuador, es un pais que se destaca por ser megadiverso tanto en flora como en fauna,
principalmente en la regién amazdnica, en donde alberga un inmenso potencial para el
desarrollo de medicina basada en su vegetacidon (Parraga Espinoza & Vinueza Quinatoa,
2020). Los pueblos indigenas, aprovechan las plantas de la zona para tratar anomalias o
trastornos en la salud de las comunidades; un ejemplo popular es la especie Kalanchoe
pinnata (Kp), cominmente conocida como “Churiyuyo”, perteneciente a la familia
Crassulaceae (Vargas et al., 2022). Es una planta endémica de Madagascar, naturalizada
en regiones tropicales, subtropicales, paises africanos y de Latinoamérica. Se caracteriza
por ser un arbusto perenne y suculenta, con tallo erecto, cilindrico y poco ramificado
gue crece verticalmente hasta una altura de 1.50 m; de hojas opuestas con bordes
crenados y flores verdes rojizas de forma tubular (observar la Figura 1) (Kumar Biswas et
al., 2021). En sus hojas, esta especie cuenta con la presencia de metabolitos secundarios
como flavonoides, polifenoles, terpenoides, alcaloides, B-carotenos, entre otros; dichos
compuestos bioactivos proporcionan la aceleracion de la cicatrizacion y coagulacion

(Moreno et al., 2023).

Figura 1. Especie Kalanchoe pinnata.



La cicatrizacion es un proceso fisiolégico complejo, dindmico y de influencia
multifactorial que se encarga de mantener la integridad de la capa endotelial posterior
a traumatismos (Reinke & Sorg, 2012). Asimismo, tiene una serie de eventos bioldgicos
que incluye la hemostasia, la inflamacidn, proliferacidn y finalmente la remodelacién del
tejido. La coagulacion interfiere en la primera fase de la cicatrizacion de heridas
(Cambronero Ulate et al., 2022). Dentro del campo de la hematologia, se conceptualiza
a la coagulacién como; la primera y esencial respuesta ante lesiones en la capa endotelial
al asegurar la detencidn del sangrado, preservando la integridad del sistema vascular
(Sangetal., 2021). Este mecanismo cuenta con una cascada que empieza por la adhesion
plaquetaria; proceso que permite la liberacion de proteinas activadoras que

desencadenan los factores de la cascada de coagulacion (Satyam et al., 2019).

La cascada de coagulacién se da por 3 vias (Figura 2), la primera llamada via intrinseca;
inicia tras un dafio vascular, donde se activa el factor XllI, cuya funcién es catalitica,
convirtiendo la PK (precalicreina) en calicreina y esta potenciada por los QAPM
(quinindgenos de alto peso molecular), actian sobre el factor Xll y lo convierte en factor
Xlla (Jurado et al., 2021). Seguido, el factor XI mas cationes de Calcio, activan el factor XI
a Xla (Factor Xla) (Jurado et al., 2021). El factor IXa con el factor Vllla, fosfolipidos y
Cationes de calcio, activan al FX (Factor X) (Santana-Romo & Zacconi, 2023). Continuando
se encuentra la via extrinseca; se produce en respuesta a lesiones en los tejidos,
liberando FT (factor tisular), que activa al factor VII, y este, por la presencia de cationes
de Calcio y fosfolipidos, desencadenan el FX, en consecuencia, ambas convergen en la
via comun por el FX, donde el objetivo es, transformar la protrombina en trombina, y la
trombina al unirse con las proteinas de fibrindgeno, forman fibrina sintetizando el tapdn

hemostatico (Reyes Gil, 2019).
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Figura 2. Cascada de coagulacidn; via extrinseca, via intrinseca y via comun.

Para evaluar estas 3 vias, se utiliza la medicion de los tiempos de coagulacion, los cuales
son: el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo parcial de tromboplastina (TPP), los
cuales evaluan la via extrinseca e intrinseca respectivamente y el tiempo del fibrinégeno
(la via comun) (Hernandez-Pérez et al., 2022). Si alguno de estos tiempos supera los
valores normales establecidos para la poblacién mundial, se puede sospechar de la
presencia de trastornos hemorragicos con un riesgo de pérdida de sangre (Vayne et al.,
2021). Como se menciond en parrafos anteriores, las hojas de la especie Kalanchoe
pinnata son usadas por conocimiento ancestral, para sanar heridas, detener el sangrado
y regenerar los tejidos. Es por ello que, en el presente estudio demostraremos de manera
experimental la actividad coagulante de esta especie, mediante la medicién de los
tiempos de coagulacién TP (via extrinseca, representado con color rosado en la Figura 2)
, TTP (via intrinseca, representado con color amarillo en la Figura 2) vy fibrindgeno (via

comun, representado con color celeste en la Figura 2), con el fin de potenciar el



conocimiento cientifico respecto a las propiedades bioldgicas y medicinales atribuidas a

la planta.

1.1. Antecedentes.

Investigaciones realizadas con las hojas del Kp han comprobado que los metabolitos y
compuestos bioactivos de esta especie; son los responsables de las propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas y antiinflamatorias que posee esta
variedad (Rahman et al., 2019). La planta se ha descrito por su actuacién durante el
tratamiento del cancer, debido a los fitoquimicos que revierten los cambios epigenéticos
asociados con la resistencia de tumores a las terapias, ya que, participan a través de la
metilacion, regulando asi la proliferacién y migracion celular, apoptosis, angiogénesis,

metdstasis, estrés oxidativo y autofagia (Hernandez-Caballero et al., 2022).

El extracto acuoso de Kp, es eficaz en la prevencién en enfermedades alérgicas
relacionadas a las vias respiratorias por la presencia de flavonoides como la quercetina
(QE), donde, los QE disminuyen el desarrollo de hiperreactividad e inflamacién de las
vias respiratorias, inhibiendo la desgranulacion y la produccién de citocinas de
mastocitos, siendo asi, una planta inmunomoduladora (Cruz et al., 2012). La actividad
mas estudiada de “Churiyuyo” es la antimicrobiana; debido a su capacidad de inhibir el
crecimiento de una amplia gama de bacterias como: Candida albicans, Corynebacterium
diphtheriae ZMF, Cutibacterium acnes, Clostridium sporogenes, Clostridium
bifermentans, Streptococcus equinus y Helicobacter pylori (causantes de bronquitis
cronica, neumonia, otitis, uretritis, artritis e infecciones oculares y cutdneas)
(Stefanowicz-Hajduk et al., 2023). Los compuestos fendlicos de la planta son metabolitos
responsables de la accién antioxidante; protegiendo la accion directa de los radicales
libres, formando un mecanismo de respuesta para evitar el estrés oxidativo en los
organismos (Moreno et al., 2023). Dentro del drea de la odontologia; se han realizado
estudios para posibles aplicaciones del Kp, como son: enjuagues bucales para combatir
microorganismos causantes de patologias dentales como: Streptococcus mutans,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Candida albicans, en donde, los



resultados obtenidos fueron favorables, asumiendo en las 4 cepas zonas de inhibicion (T,

2021).

A pesar de que estos hallazgos ofrecen perspectivas prometedoras para el uso de la
especie como una alternativa terapéutica, en varios campos de la medicina, no existen
investigaciones que se enfoquen en la propiedad cicatrizante de la especie K.pinnata, ya
que, comunmente las comunidades indigenas utilizan la hoja para tratar heridas

superficiales de la dermis.

La cicatrizacidn, es el mecanismo de funciones proteicas en cascada, para una correcta
reparacion de las heridas, conformada por 4 etapas: hemostasia, inflamacion,
proliferacién y remodelacion (Reinke & Sorg, 2012). La hemostasia inicia la formacién
de coagulos que contienen fibrina, fibronectina, vitronectina y trombospondina al
mismo tiempo (Cambronero Ulate et al., 2022). Por ello, mediante las pruebas de
tiempo de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial (TTP) y fibrindgeno; se
puede comprobar experimentalmente la eficacia del extracto de la especie Kalanchoe

pinnata sobre la actividad coagulante del plasma sanguineo (Dorgalaleh et al., 2021).

1.2. Planteamiento del problema

El uso de Kp, por parte de las comunidades indigenas ecuatorianas para tratar heridas,
cuenta con una amplia evidencia anecddtica que respalda su eficacia en la curaciéon de
traumatismos, sin embargo, no existen investigaciones que respalden y validen estos
usos medicinales lo que limita su reconocimiento y aplicacién en la practica médica

convencional.

1.3. Justificacion.

Las comunidades indigenas han verificado y atestiguado que, al aplicar este extracto en
forma de gotas sobre traumas epiteliales, actiia como un promotor de la curacidon de las

heridas, entender el mecanismo de accién y la identificacidén de posibles interacciones



con otros tratamientos médicos; permite aprovechar plenamente el potencial
terapéutico de la planta, al igual que, la oportunidad de desarrollar productos o

medicamentos basados en sus propiedades curativas.

Al estudiar la actividad coagulante de Kalanchoe pinnata, permite no solo establecer
conexiones significativas entre la medicina tradicional y la ciencia, sino que, permite
desarrollar terapias efectivas y accesibles, con el potencial de generar un impacto

positivo en la salud publica.

1.4. Objetivos.

1.4.1. Objetivo general.

e Evaluar el efecto de los extractos de Kalanchoe pinnata sobre los tiempos de

coagulacion del plasma humano.

1.4.2. Objetivos especificos.

e Estandarizar los ensayos de coagulacién con los reactivos comerciales, diluentes
y plasma.

e Determinar el extracto de la hoja de Kalanchoe pinnata que tiene actividad
promotora de la coagulacién sanguinea.

e Establecer la concentracién del extracto de Kp que disminuya los tiempos de
coagulacion.

o Identificar los metabolitos presentes en la hoja del Kp mediante un perfil

fitoquimico cualitativo.



CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1. Permiso de investigacion con la especie K. pinnata

Se realizé el procedimiento estandarizado segun las directrices establecidas por el

MAATE-CMARG-2023-0017 para el acceso a recursos genéticos de Kalanchoe pinnata.

2.2. Recoleccién de las muestras vegetales

La recoleccion se realizd en la ciudad de Tena, en el barrio Las Palmas (0.986112, -
77.815147), para llevar a cabo la investigacion correspondiente. Una de las muestras fue
introducida al herbario para su identificacion, y la misma fue verificada como Kalanchoe
pinnata (coleccion 01), por la Universidad Estatal Amazdnica, localizada en la provincia

de Pastaza, cantdn Santa Clara.

2.3. Preparacion del extracto de las hojas

Las hojas fueron transportadas al laboratorio de productos naturales de la Universidad
Regional Amazdnica lkiam. Las muestras vegetales se sometieron a un proceso de
limpieza mediante lavado con agua destilada, seguido de un periodo de secado en una
estufa a una temperatura constante de 45 grados centigrados por un lapso de 3 dias

(Saravanan et al., 2020).

Las hojas secas fueron trituradas y tamizadas para facilitar la mezcla con los solventes.
Posteriormente, se agregaron 50 g de las hojas previamente tamizadas en una
proporcion 1:10 con 500 ml de cada uno de los solventes en 4 botellas dmbar por
separado, siendo los solventes: metanol, cloroformo, hexano y agua destilada (Vega et
al., 2024). Se dejé en maceracién durante 9 dias. Al finalizar este tiempo, se filtraron las
soluciones para separar la capa vegetal de cada uno de los extractos de hojas

(metandlico, cloroférmico, hexanico y acuoso). Los solventes se evaporaron mediante el



uso de rotavapor hasta que el volumen se redujera a 10 ml, los cuales se colocaron en

viales sin tapa y se liofilizaron al vacio.

Los extractos liofilizados se pesaron para calcular el rendimiento de la extraccion.
Posteriormente, se prosiguio a pesar 5 mg, 10 mgy 20 mg de cada uno, y fueron diluidos
con 2% de DMSO en PBS 1X en tubos de 1.5 ml. Luego de etiquetar cada tubo con la
identificaciéon del extracto y su concentracidn, las soluciones de trabajo fueron
almacenadas a una temperatura de 2-8 °C hasta el dia programado para el anadlisis de los

tiempos de coagulacién (Saravanan et al., 2020).

Adicionalmente, se determind el rendimiento porcentual del extracto (%R), tomando los
datos de peso de las hojas secas (Wi) y de los extractos una vez evaporado el solvente

(Wf) (Benitez-Benitez et al., 2020). Con ese propdsito, se utilizé la siguiente ecuacion:

%R = % X 100%
W-

l

2.4. Obtencion de muestras bioldgicas.

Un total de 50 muestras de sangre fueron donadas por el laboratorio de la Cruz Roja de
Napo, a quienes se les garantizd que su uso fuera exclusivamente para el desarrollo de
esta investigacion. Todas las muestras, previo a su donacidn, fueron clasificadas como
residuos biolégicos y se entregaron sin proporcionar datos de los pacientes para

preservar la confidencialidad.

Las muestras de plasma fueron recolectadas en tubos con citrato de sodio como
anticoagulante (tubos tapa azul), centrifugadas, separadas y almacenadas en una
refrigeradora a una temperatura de 2-8 °C (Reibdn Espinoza et al., 2020). Del total de
muestras donadas, Unicamente 42 muestras fueron utilizadas ya que tenian un volumen

suficiente (4 ml) para ser incluidas en la presente investigacion.



2.5. Pruebas control para el tiempo de coagulacion.

En el laboratorio de analisis clinico de la institucién Cruz Roja de Napo, se desarrollaron

los tiempos de coagulacidn (TP, TTP y fibrindgeno).

2.5.1. Tiempo de protrombina (“TP”)

Para el tiempo de protrombina, se tomaron 50 ul de plasma y se colocaron en una cubeta
de coaguldmetro, donde se incubaron durante 3 minutos. Enseguida, se agregaron 100
pl de reactivo de “TP” (Hemostat Thromboplastin-SI) al plasma incubado, y el equipo
semiautomatico lector de los tiempos de coagulacion (Human Humaclot Junior

Coagulation Analyzer) procedio a leer el resultado de manera inmediata.

2.5.2. Tiempo de tromboplastina (“TTP”)

En cuanto al tiempo de tromboplastina parcial, se siguié un proceso similar al TP; se
afiadieron 50 pl de plasma a una cubeta de coaguldémetro y se incubaron por 2 minutos.
Luego, se agregaron 50 pl del reactivo “TTP” (Hemostat aPTT-EL) al plasma incubado y
se esperaron 3 minutos. Para culminar, al cabo del tiempo designado, se colocaron 50 pl

de cloruro de calcio (marca QuikCoag), y el equipo leyé el resultado.

2.5.3. Fibrinogeno

Para el tiempo de fibrindgeno, se utilizé el kit Hemostat Fibrinogen. Se diluyeron 25 ul
de plasma con 225 ul del reactivo B del kit (solucién tamponada de imidazol con
estabilizante). De esta mezcla, se extrajeron 100 ul y se ubicaron dentro de una cubeta
de coagulémetro. Seguidamente, se agregaron 70 ul del reactivo A del kit (reactivo de
fibrindgeno) en otra cubeta, ambas fueron incubadas por 2 minutos (Lépez-Villarreal et
al., 2023). Consecuentemente, se afiadieron 50 ul del reactivo A previamente incubado
dentro de la solucién del plasma e imidazol, y se procedié a la lectura y anotacién del

tiempo de coagulacién (Elbaz & Sholzberg, 2020).



2.6. Estandarizacion del volumen de muestra y concentracion de DMSO.

Para determinar el volumen minimo de muestra que no altera los resultados de las
pruebas de coagulacion, se realizé variacién de los volimenes de muestra con 75, 80 y
90 ul (VA, VB y VC, respectivamente), y se completaron con los diluentes (PBS 1X y

DMSO) hasta los 100 pl requeridos en el protocolo comercial (Ver tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de estandarizacion de volumen permitido de muestra y DMSO.
VARIACIONES VOLUMEN VOLUMEN DE = VOLUMEN DE VOLUMEN

APLICADAS ALAS DEPLASMA  DILUENTE DILUENTE  FINAL (ul)
MUESTRAS (ul) PBS (ul) DMSO (ul)
VA-PBS 75 25 2 100
VB-PBS 80 20 - 100
VC-PBS 90 10 - 100
VA-DMSO 75 - 25 100
VB-DMSO 80 - 20 100
VC-DMSO 90 - 10 100
SIN VARIACION (SV) 100 - - 100

Los resultados de los tiempos de coagulacién de muestras sin diluente (“SV”) se
compararon con los obtenidos en cada prueba VA, VB y VC. Se selecciond Unicamente

aquel volumen que no generd cambios en los tiempos de coagulacion.

2.7 Ensayos preliminares con los extractos.

Para identificar el extracto con capacidad de reducir alguno de los tiempos de
coagulacién, se realizaron ensayos preliminares con cada uno de los extractos sobre 7
muestras seleccionadas al azar. El volumen disponible de cada muestra sélo permitio el
ensayo en tres concentraciones (5 mg/ml, 10 mg/mly 20 mg/ml) del extracto (10 pl de

extracto en 90 pl de la muestra).
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Los resultados de las pruebas de coagulacidn con cada extracto se compararon con los
resultados de las muestras sin extracto (100 ul de la muestra) y la diferencia, nos

permitio determinar cudl extracto estimula la actividad coagulante.

2.8. Tiempos de coagulacion.

Después de obtener los resultados preliminares, se selecciond al extracto metandlico
como Unico con la capacidad de reducir los tiempos de coagulacion. Por ello, se
prosiguio a realizar los ensayos de coagulacién en 35 muestras donadas por la Cruz Roja
de Napo, utilizando dicho extracto a una concentracion de 5 mg/ml y repitiendo la

metodologia de los ensayos preliminares.

Para finalizar, los resultados fueron tabulados y clasificados en tres grupos para cada
prueba de coagulacién (TP, TTP y fibrindgeno), segun los datos obtenidos en el plasma
sin extractos. El primer grupo incluyé aquellos resultados menores a los valores
normales para la sintesis de coagulos, el segundo grupo abarcé los valores dentro del
rango normal (TP: 211 a<13,5, TTP: 2 25 a < 35y fibrindgeno: > 18 a < 25 segundos), y

el tercer grupo consistié en resultados mayores a los valores normales.

Todos los datos obtenidos se registraron en Excel 2016 y se realizaron las graficas
correspondientes en Graphpad Prism 9.3.0 para el andlisis y comparacién de los

resultados obtenidos con ANOVA.

2.9. Ensayos quimicos cualitativos

2.9.1 Deteccion de flavonoides

Se pesaron 5 mg de cada extracto y se colocaron en tubos de ensayo. Adicionalmente,
se pesaron 5 mg de quercetina, se disolvieron en 200 pl de metanol y se completaron a
10 ml con agua destilada; a esta solucién se le afiadieron 2 ml de NaOH al 4% para servir

como control positivo. A su vez, se prepard el control negativo mezclando 2 ml de agua
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destilada con 2 ml de NaOH al 4%. Posteriormente, se agregaron 10 gotas de HCl en cada
tubo y se observd la coloracidn resultante. El cambio de color amarillo a una tonalidad

incolora es sefial de positivo para flavonoides (Adedapo et al., 2013).

2.9.2. Deteccion de polifenoles

Se pesaron 5 mg de cada extracto y se colocaron en tubos de ensayo. Después, se
afadieron 1ml de agua destilada a cada extracto. Para el control positivo, se diluyeron
5 mg de quercetina en 10 ml de agua destilada; de esta solucidn se tomd 1 mly se colocéd
en un tubo de ensayo. Como control negativo, se utilizdé 1 ml de agua destilada.
Finalmente, se anadieron 0.5 ml de la solucidn de cloruro férrico al 1%, a cada tubo y se
observaron los cambios de coloracidn. La presencia de polifenoles en los extractos se
pudo visualizar con coloraciones violeta, azul, negro o verde oscuro (Yarlequé Chocas et

al., 2020).

2.9.3. Deteccion de terpenoides

Se pesaron 5 mg de cada extracto y se los colocé dentro de un tubo de ensayo. Después,
se anadié 1 ml de metanol a los tubos de ensayo que contenian los extractos. Para el
control positivo, se tomaron 2 ml del linalool al 5.31% con 1 ml de metanol y se ubicaron
en un tubo de ensayo. Para el control negativo, se mezclé 1 ml de agua destilada con 1
ml de metanol. Se esperd una hora. Transcurrido el tiempo sugerido, se anadié 1 ml de
cloroformo y 1 ml de acido sulfurico en los 6 tubos lentamente, hasta la formacién de
una doble fase. El color café pardo en la interfase en los extractos es sefal de

terpenoides (Castillo & Moncayo, 2021).

2.9.4. Deteccion de alcaloides

Para empezar, 12 mg de cada extracto fueron pesados y colocados en tubos de ensayos.
Para el control positivo se pesaron 5 mg de atropina. A continuacidn, en los tubos de

ensayo se anadieron 2 ml de acido clorhidrico al 10 %. Para el control negativo se
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agregaron 2 ml de agua destilada. Para terminar, se colocaron 5 gotas del reactivo de
Dragendorff. En este caso, los tubos que dieron precipitado marrén son positivos en

alcaloides (Sabdoningrum et al., 2021).
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CAPITULO lII: RESULTADOS

3.1. Rendimiento porcentual de los extractos.

El peso inicial (Wi) de las hojas de Kp para todos los solventes fue de 50 gramos. Una vez
liofilizados, se obtuvo un peso final (Wf) con variaciones en decimales. La Tabla 2

muestra el rendimiento de cada uno de los extractos.

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de 4 extractos (metandlico, hexanico, cloroférmico y acuoso)
a partir de 50 gramos de hojas de la especia Kalanchoe pinnata.

PESO W; (gramos) W (gramos) %R
SOLVENTE
METANOL 50 11.34 22.68 %
HEXANO 50 10.42 20.84%
CLOROFORMO 50 10.37 20.74%
AGUA 50 10.61 21.22%

3.2. Ensayos de estandarizacion del volumen minimo de muestra.

Los tiempos de coagulacién de los 7 pacientes no se vieron afectados al utilizar 75, 80 y
90 pl de muestra con 25, 20 y 10 pl de solucion salina tamponada (PBS 1X),
respectivamente (Tabla 3). Puesto que, el valor obtenido en la muestra sin variacién (SV),
es decir, el plasma sin diluente fue el mismo que el obtenido al anadir 25 ul de PBS 1X
(Tabla 3). Por esta razoén, se decidié que el volumen minimo de muestra que se utilizara

en los ensayos con los extractos es de 75 pl.

Tabla 3. Pruebas de tiempo de coagulacion para estandarizacién de PBS 1X.

PACIENTE PRUEBAS SV 25 ul
TP (segundos) 11.4 11.4

1 TTP (segundos) 30.7 30.7
FIBRINOGENO (segundos) 12.5 12.5

TP (segundos) 12.8 12.8
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2 TTP (segundos) 27.0 27.0

FIBRINOGENO (segundos) 11.9 11.9

TP (segundos) 13.6 13.6

3 TTP (segundos) 29.4 29.4
FIBRINOGENO (segundos) 13.1 13.1

TP (segundos) 11.7 11.7

4 TTP (segundos) 31.8 31.8
FIBRINOGENO (segundos) 10.2 10.2

TP (segundos) 11.3 11.3

5 TTP (segundos) 25.4 25.4
FIBRINOGENO (segundos) 12.1 12.1

TP (segundos) 13.9 13.9

6 TTP (segundos) 28.5 28.5
FIBRINOGENO (segundos) 11.6 11.6

TP (segundos) 11.0 11.0

7 TTP (segundos) 29.3 29.3
FIBRINOGENO (segundos) 13.2 13.2

3.3. Ensayos de estandarizacion con DMSO.

Al afadir 25 pl de DMSO a 75 pl plasma, se observaron alteraciones en el tiempo de
coagulacién, puesto que se alargaron los tiempos en todos los ensayos de cada muestra,
en comparacion con el plasma sin diluente (SV), incrementando asi el tiempo de

coagulacién en las 3 pruebas.

Con la adicion de 20 pl de DMSO en 80 pl de plasma, los resultados demostraron
modificaciones, ya que al igual que el volumen del diluente utilizado anteriormente (25
ul de DMSO), los resultados del tiempo de coagulacién aumentaron con respecto al

plasma sin extracto.
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Por otra parte, al afnadir 10 pl de DMSO a 90 ul de plasma, no se visualizaron alteraciones
en los tiempos de coagulacion, ya que se obtuvieron los mismos valores que en el SV

para TP, TTP y fibrindgeno.

Tabla 4. Pruebas de tiempo de coagulacién para estandarizar la concentracién de DMSO.

PACIENTE PRUEBAS sV 25 pl 20 pl 10 pl
TP (segundos) 11.4 23.8 17.2 11.4

1 TTP (segundos) 30.7 51.3 43.6 30.7
FIBRINOGENO (segundos) 12.5 25.2 20.0 12.5

TP (segundos) 12.8 21.4 15.7 12.8

2 TTP (segundos) 27.0 38.2 335 27.0
FIBRINOGENO (segundos) 11.9 18.1 14.3 11.9

TP (segundos) 13.6 21.6 15.4 13.6

3 TTP (segundos) 29.4 37.5 33.8 29.4
FIBRINOGENO (segundos) 131 19.2 15.3 13.1

TP (segundos) 11.7 21.2 14.9 11.7

4 TTP (segundos) 31.8 40.4 33.6 31.8
FIBRINOGENO (segundos) 10.2 15.7 13.8 10.2

TP (segundos) 11.3 23.5 16.2 11.3

5 TTP (segundos) 25.4 32.1 27.6 25.4
FIBRINOGENO (segundos) 12.1 18.9 15.3 12.1

TP (segundos) 13.9 20.7 16,4 13.9

6 TTP (segundos) 28.5 35.0 32.2 28.5
FIBRINOGENO (segundos) 11.6 19.6 141 11.6

TP (segundos) 11.0 17.4 15.3 11.0

7 TTP (segundos 29.3 36.7 32.8 29.3
FIBRINOGENO (segundos) 13.2 20.1 16.2 13.2

Por lo anterior se muestra que el DMSO al 10% o menos, no induce cambios en los
tiempos de coagulacién es por ello que se valida que la concentracion del 2% usado en
la dilucion de los extractos no afecta a los ensayos de coagulacién (Concentracion final

de DMSO 0.02%).
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3.4. Ensayos preliminares de tiempo de protrombina, tromboplastina parcial y

fibrindgeno con extractos y plasma.

Los ensayos de estandarizacién previos permitieron determinar qué extracto tuvo efecto
sobre los tiempos de coagulacidn. La Figura 3 mostrd que no hay diferencia significativa
entre el plasma sin extracto con respecto al plasma con los 4 extractos a diferentes
concentraciones en el ensayo de tiempo de protrombina (TP). Sin embargo, con 5 mg/ml
el extracto metandlico tuvo una tendencia a disminuir el TP. De igual manera, el extracto
cloroférmico a 10 mg/ml, también redujo el tiempo de protrombina. Por otra parte,
todos los extractos con 20 mg/ml de concentracidn, tuvieron un incremento en el TP con

respecto al plasma sin extracto.

Ensayos de TP con 4 extractos
a 3 concentraciones

254
8 204 [
©
= |
>
8 15+ T T '[ Rango normal de coagulacion
9 L 1 1 L f - 17 211 a < 13,5 segundos
9 104 Plasma sin extracto
c Plasma con extracto
.E 5 metanolico
Plasma con extracto
0 ; ; ; cloroférmico
P+5mg/ml  P+10 mg/ml P+20 mg/ml Plasma hexanico
Muestras 3 Plasma acuoso

P+5 mg/ml: Plasma con 5 mg/ml de extracto
P+10 mg/ml: Plasma con 10 mg/ml de extracto

P+20 mg/ml: Plasma con 20 mg/ml de extracto

Figura 3. TP a 3 concentraciones (5 mg/ml, 10 mg/mly 20 mg/ml) con 4 extractos en el
plasma sanguineo de 7 pacientes.
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En la Figura 4, a pesar de que no se observo la presencia de diferencias significativas, se
puede ver que todos los extractos con 5 mg/ml, 10 mg/mly 20 mg/ml de concentracion,
tienen una tendencia a disminuir el tiempo de tromboplastina parcial (TTP). Cabe
recalcar que el extracto acuoso, a una concentracion de 5 mg/ml fue el que redujo mas
el TTP comparado con los demas extractos. A la concentracion de 10 mg/ml, se pudo
observar una mayor tendencia a reducir el tiempo de tromboplastina parcial en el
extracto hexanico , en relacién con los otros extractos. Por otra parte, el extracto
metandlico a 20 mg/ml fue el que tuvo una mayor tendencia a disminuir el tiempo de

coagulacién en todos los ensayos de la Figura 4.

Ensayos de TTP con 4 extractos
a 3 concentraciones

Rango normal de coagulacién
30 > 25 a < 35 segundos
N R T
@]
=i
o
& [ |
é_ 104 T Plasma sin extracto
@ Plasma con extracto metanolico
= Plasma con extracto
0 | | | cloroférmico
P+5mg/ml  P+10 mg/ml P+20 mg/ml Plasma hexanico
Muestras 3 Plasma acuoso

P+5 mg/ml: Plasma con 5 mg/ml de extracto
P+10 mg/ml: Plasma con 10 mg/ml de extracto

P+20 mg/ml: Plasma con 20 mg/ml de extracto

Figura4. TTP a 3 concentraciones (5 mg/ml, 10 mg/mly 20 mg/ml) con 4 extractos en el plasma
sanguineo de 7 pacientes.

Por otro lado, se pudo determinar que en el tiempo de fibrinégeno (Figura 5), el extracto
cloroférmico a 5 mg/ml tuvo una mayor tendencia a una reduccion del tiempo de

fibrindgeno con respecto a los demas extractos. En cuanto al extracto hexanico con 10
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mg/ml tuvo una mayor tendencia a disminuir el tiempo de fibrindgeno. Finalmente, a 20
mg/ml, el extracto metandlico fue el que tuvo una mayor tendencia a reducir el tiempo

de los ensayos desarrollados en la Figura 5.

Ensayos de fibrindgeno con 4 extractos
a 3 concentraciones

40
B
'g 30 _
g) I T I I Rango normal de coagulacion
(<} ‘ J. ‘ ‘ > 18 a < 25 segundos
» 207 .
o I ! .
2 | T1 Plasma sin extracto
£ 10+ T Plasma con extracto
[= metanolico
Plasma con extracto
0 T T T cloroférmico
P+5mg/ml  P+10 mg/ml P+20 mg/ml Plasma hexanico

Muestras =31 Plasma acuoso

P+5 mg/ml: Plasma con 5 mg/ml de extracto
P+10 mg/ml: Plasma con 10 mg/ml de extracto

P+20 mg/ml: Plasma con 20 mg/ml de extracto

Figura 5. Fibrindgeno a 3 concentraciones (5 mg/ml, 10 mg/mly 20 mg/ml) con 4 extractos
en el plasma sanguineo de 7 pacientes.

En los ensayos preliminares, se ha escogido al extracto metandlico como el extracto con
mejor capacidad de optimizar y regular el tiempo de coagulacién en los ensayos, ya que
en las pruebas de TP, TTP vy fibrindgeno fue el que mds ha tenido una tendencia en
reducir el tiempo en dichos ensayos. A pesar de que a 20 mg/ml el extracto metandlico
disminuyé mas que los demas extractos en las pruebas de TTP y fibrindgeno, se concluyé
qgue la concentracion adecuada es de 5 mg/ml. Esto es, porque en el tiempo de
protrombina, la concentracion de 20 mg/ml de este extracto incrementd el TP con
respecto al plasma sin extracto. Por otro lado, con el extracto metandlico a 5 mg/ml en
todas las pruebas, incluyendo la del tiempo de protrombina, tuvo una tendencia a

reducir el tiempo de coagulacion.
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3.7. Efecto del extracto metandlico 5 mg/ml sobre los tiempos de coagulacion

Se clasificaron los pacientes segin sus tiempos de coagulacién sin los extractos,
resultando en 3 grupos para TP, TTP y fibrindgeno: pacientes con tiempo menor al rango
normal (riesgo de trombosis) (“GT”), pacientes con tiempo dentro del rango normal

(“GN”) y pacientes con tiempo mayor al rango normal (riesgo de hemofilia) (“GH”).

3.7.1. Clasificacion de las muestras segun sus valores de tiempo de coagulacion sin

extracto.

3.7.1.1. Tiempo de protrombina.

Para el tiempo de protrombina, las muestras ubicadas en el GT fueron aquellas cuyo TP
del plasma sin extracto resultaron < 11 segundos. En el GN se ubicaron las muestras
cuyos valores sin extracto en el tiempo de protrombina fueron 2 11 a < 13.5 segundos.
En el GH, estuvieron ubicadas las muestras cuyos resultados para TP sin extracto

resultaron > 13.5 segundos.

En la Figura 6 se puede observar que no hay diferencia significativa en GT (tiende a
incrementar los valores de TP), ni en GN (tiende a disminuir los valores de TP). En cambio,
para el grupo GH, hay una diferencia significativa entre el grupo en comparacion al

plasma sin extracto.
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TP con 5 mg/ml de extracto

metanodlico
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= Plasma con 5 mg/ml de extracto

0 metanolico
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Muestras

Figura 6. Tiempo de protrombina entre el plasma sin extracto vs plasma con extracto
metanalico.

3.7.1.2. Tiempo de tromboplastina parcial.

Para el tiempo de tromboplastina parcial, las muestras ubicadas en el GT fueron aquellas
cuyo TTP del plasma sin extracto resultaron < 25 segundos. En el GN se ubicaron las
muestras cuyos valores sin extracto en el tiempo de tromboplastina fueron 2 25 a < 35
segundos. En el GH, estuvieron ubicadas las muestras cuyos resultados para TTP sin

extracto resultaron > 35 segundos.

Se pudo visualizar en la Figura 7, que hubo una diferencia significativa en el grupo GH,
mientras que, en los otros dos grupos, no hubo una diferencia notoria entre las muestras
con extracto y las muestras con 5 mg/ml de extracto metandlico en tiempo de

tromboplastina parcial.
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Figura 7. Tiempo de tromboplastina parcial entre el plasma sin extracto vs plasma con
extracto metandlico.

3.7.1.3. Tiempo de fibrinégeno.

Para el tiempo de fibrindgeno, las muestras ubicadas en el GT fueron aquellas cuyo
tiempo de fibrindgeno del plasma sin extracto resultaron < 18 segundos. En el GN se
ubicaron las muestras cuyos valores sin extracto en el tiempo de fibrindgeno fueron > 18
a < 25 segundos. En el GH, estuvieron ubicadas las muestras cuyos resultados para el

tiempo de fibrindgeno sin extracto resultaron > 25 segundos.

En el caso del tiempo de fibrindgeno se pudo ver la presencia de una diferencia
significativa entre el grupo GH con el plasma sin extracto, mientras que en los grupos GT
y GN, tienden a incrementar el tiempo de esta prueba, sin embrago, la diferencia no es

significativa en estos dos ultimos (Figura 8).
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Figura 8. Tiempo de fibrindgeno entre el plasma sin extracto vs plasma con extracto
metandlico.

3.8. Ensayos quimicos cualitativos

En la Tabla 5 se pudo determinar que en el extracto de cloroformo y hexano no hubo presencia
de flavonoides, polifenoles, terpenoides ni alcaloides. En el extracto metandlico, las pruebas de
deteccion de flavonoides, polifenoles, terpenoides vy alcaloides dieron resultados
moderadamente positivos. En el extracto acuoso se observaron que las pruebas de deteccidn de
los flavonoides y polifenoles fueron muy positivas, mientras que en la deteccidn de alcaloides se

obtuvieron resultados moderadamente positivos, y negativos en terpenoides.
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Tabla 5. Ensayos para la determinacién de metabolitos secundarios de la especie Kalanchoe

pinnata.
EXTRACTO METABOLITOS SECUNDARIOS HOIJAS

Flavonoides +

METANOL Polifenoles +
Terpenoides +

Alcaloides +

Flavonoides -

CLOROFORMO Polifenoles -
Terpenoides -

Alcaloides -

Flavonoides -

HEXANO Polifenoles -
Terpenoides -

Alcaloides -
Flavonoides ++
AGUA Polifenoles ++

Terpenoides -

Alcaloides +
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

Durante la estandarizacion, se determiné que el extracto metandlico a 5 mg/ml fue el
mas eficiente para la actividad coagulante de Kp al evaluar las 3 vias de coagulacion:
extrinseca (TP), intrinseca (TTP) y via comun (fibrinégeno). Dicho extracto mostré una
diferencia al acortar el tiempo de coagulacidén en el tiempo de tromboplastina parcial y
fibrindgeno a una concentracion de 20 mg/ml (Figura 4 y Figura 5, respectivamente). Sin
embargo, no fue seleccionado para los ensayos posteriores, ya que, al aumentar la
concentracion, los segundos necesarios para coagular el plasma incrementaron en las
pruebas del tiempo de protrombina, generando inestabilidad en el proceso

hemostatico.

Es importante destacar que, el extracto cloroférmico, hexanico y acuoso, pese a no haber
tenido una diferencia significante con respecto a las muestras sin extracto en el tiempo
de protrombina, presentaron una actividad anticoagulante en la via extrinseca. Pues, se
observé una relacién directamente proporcional entre la concentracidon del extracto y el
TP. En otras palabras, a medida que aumentaba la concentracidn del extracto, también
lo hacia el tiempo para la sintesis del coagulo. A pesar de ello, el extracto acuoso tuvo
tendencia a disminuir el tiempo de coagulacidn en el tiempo de tromboplastina parcial

y fibrindgeno.

La coagulacidn, es un mecanismo de proteccion vital responsable de prevenir la pérdida
sanguinea, sellando los sitios de lesidn del sistema vascular (Waizel Haiat, n.d.). Para
detectar si hay problemas en este proceso, existen 3 pruebas: tiempo de protrombina,
tiempo de tromboplastina y de fibrinégeno. Los valores estandar para estas pruebas
son: TP > 11 a £ 13.5 segundos; TTP 2 25 a < 35 segundos; y fibrinégeno > 18 a < 25

segundos (Vayne et al., 2021).

Si el tiempo para formar un codgulo excede estos rangos, indica anomalias en la cascada

de coagulacién. En este contexto, los ensayos realizados con pacientes cuyos plasmas
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tardaron mas del tiempo estandar en formar codgulos se observé una disminucién en
los ensayos de TP, TTP y fibrinégeno de los tiempos de coagulacién al agregar extracto
metandlico a 5 mg/ml en las muestras. No obstante, en los pacientes con un rango de
tiempo menor o igual al establecido, la adicién del extracto no produjo cambios
significativos. Esto demostré que el extracto metandlico contiene metabolitos que
estabilizan y activan la cascada de coagulacién, reduciendo y regulando el tiempo de
coagulacién en muestras anémalas sin afectar significativamente las muestras normales

O menores.

En la cascada de coagulacion se cree que interfirieron los flavonoides presentes en el
metanol, ya que actuan como agentes quelantes frente al zinc presente en el plasma
(Hrubsa et al., 2022). Por ende, se observd una disminucion de los tiempos de TP, TTP y
fibrindgeno, esto, a causa de que los flavonoides que poseen grupos funcionales
hidroxilos y carbonilos, que donan electrones y forman enlaces coordinados con el Zinc
(Kejik et al., 2021). Bibliograficamente se ha demostrado que, las catequinas y
antocianinas; son los responsables de la actividad coagulante que poseen los

flavonoides, ademas de poder modular las vias de la coagulacién (Liao et al., 2023).

Los terpenoides que se identificaron en el extracto metandlico pudieron haber
contribuido en la regulacion del tiempo de coagulacidn, al equilibrar las actividades del
tromboxano A2 (estimula la procoagulacién) junto a la prostaciclina (contrarresta la
procoagulacién) (Liu et al., 2019). Estos compuestos estimulan la agregacién plaquetaria
y a su vez, previenen la formacion excesivamente rapida de coagulos, lo que ayuda a
mantener el equilibrio hemostatico (Olas et al., 2020). Ademds, investigaciones
atribuyen que este metabolito favorece la produccion de la fibronectina, que es una
glicoproteina presente de manera soluble en el plasma e insoluble en la matriz
extracelular de los tejidos (Dong et al., 2017). La fibronectina no solo promueve la
migracion celular, si no que cumple roles importantes en la coagulacién ya que actua
junto al Factor de Von Willebrand, en la adhesién éptima de las plaquetas con el
colageno; y es capaz de unirse al fibrinégeno, fibrina, heparina, factor Xlll, acelerando

asi este proceso bioldgico (Keesler et al., 2021).
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A pesar de que los polifenoles son reconocidos por ser metabolitos anticoagulantes que
inhiben directamente la actividad del factor Xa de la coagulacién, se observé que hubo
una reduccion en el tiempo de TP, TTP y fibrindgeno con el extracto metandlico al haber
la presencia de flavonoides, terpenoides y alcaloides que podrian haber actuado como
reguladores en la cascada de coagulacion(Bijak et al., 2014). Existen alcaloides que
tienen la capacidad de aumentar el factor de Von Willebrand, fibrina, el fibrinopéptido
A, fibrindgeno e inhibir el plasmindgeno, por ello han sido utilizadas para tratamientos

postparto con el fin de evitar hemorragias en los pacientes (Chen et al., 2020).

La presencia de estos 4 metabolitos en el extracto metandlico, resulté en una sinergia
qgue favorecidé la coagulacién; sin embargo, el extracto acuoso mostré una actividad
anticoagulante en la via extrinseca (evaluada mediante pruebas de TP), posiblemente
por la ausencia de terpenoides. Los polifenoles pudieron haber inhibido el factor Xa,
contribuyendo a la actividad anticoagulante. Simultdneamente, el extracto demostré
una actividad coagulante en la via intrinseca (evaluada mediante pruebas de TTP) y via
comun (evaluada mediante tiempo de fibrindgeno), por la presencia de: alcaloides, ya
que incrementan los niveles de factores y proteinas de la via comin como los
fibrinopéptidos vy el fibrindgeno; y flavonoides, ya que actian como agentes quelantes

frente al zinc presente en el plasma.

Pese a haber sido utilizado las hojas de la especie Kalanchoe pinnata en los 4 extractos,
se obtuvieron resultados variables en las pruebas de TP, TTP y fibrindgeno, esto es,
consecuencia de la polaridad de los solventes. El hexano al ser un solvente no polar
presenta una baja electronegatividad con constante dieléctrica de 1.9, careciendo de
polo positivo y negativo; como consecuencia, no extrajo alcaloides, flavonoides,
polifenoles y terpenoides, lo que mostrd su ineficiencia en la actividad coagulantes en
las pruebas realizadas con el plasma (Aguilar-Hernandez et al., 2022). De igual manera,
el cloroformo al ser apolar con una constante dieléctrica de 4.81, su extracto tuvo un
efecto insignificante con respecto a la coagulacién debido a la ausencia de metabolitos

(Malik et al., 2020). En cambio, el extracto acuoso al ser polar, con una constante
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dieléctrica de 79.99, extrajo flavonoides y polifenoles, mientras que los alcaloides
estuvieron presentes por el pH neutral del agua; se deduce que la presencia de estos 3
tres metabolitos en el extracto fue la razén por la que este tuvo una actividad
anticoagulante en la via extrinseca, y coagulante en la via intrinseca y comun. No
obstante, el metanol es un solvente polar por la presencia del grupo hidroxilo (tiene un
oxigeno altamente negativo unido a un hidrégeno), con una constante dieléctrica de 33.3
(Zhou et al., 2020). Estas caracteristicas permitieron la extraccién moderadamente
positiva de flavonoides, polifenoles y terpenoides, y el pH de 6.74, permitio la extraccidon
de los alcaloides, razén por la que redujo el tiempo de coagulacion en el tiempo de

protrombina, tromboplastina y fibrindgeno.

En consecuencia, los flavonoides, polifenoles y alcaloides fueron mdas solubles en agua y
metanol, mientras que los terpenoides estuvieron presentes solo en el extracto
metandlico. La ausencia de los metabolitos secundarios en los extractos de cloroformo

y hexano fue a causa de la baja solubilidad de estos compuestos en los solventes.

28



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se realiz6 la estandarizacion de PBS (1x) y DMSO con el plasma y los reactivos
comerciales, mediante las pruebas de protrombina, tromboplastina parcial vy
fibrinégeno. En donde, se determind que 25 pl de PBS 1X mezclados con 75 ul de plasma,
no alteré el tiempo de coagulacion con respecto al control; mientras que, el DMSO, no

lo modificd con 10 pl de este diluente y 90 ul de plasma.

Por otro lado, se realizaron pruebas preliminares en las muestras plasmaticas de 7
pacientes, donde se compararon los resultados entre los extractos metandlico, de
cloroformo, de hexano y acuoso a concentraciones de 5, 10 y 20 mg/ml. Se determiné
que el extracto metandlico fue el mas eficiente en cuanto a la disminucién del tiempo
de coagulacidn. Los extractos de cloroformo y hexano mostraron resultados irrelevantes
en este proceso. El extracto acuoso presentd una actividad anticoagulante en la prueba
de TP, mientras que, en las pruebas de TTP y fibrindgeno produjo una reduccién de
tiempo en estas vias. Ademas, se escogid la concentracion de 5 mg/ml, porque redujo el
tiempo de coagulacion en todos los ensayos de tiempo de coagulaciéon desarrollados (TP,

TTP y fibrinégeno).

Se evalud la actividad coagulante en 35 muestras con el extracto metandlico a 5 mg/ml,
y se establecié que, actué como un regulador en la cascada de coagulacién, dado que,
en el plasma de pacientes cuyo tiempo sin extracto tardd mas que el estdndar, se
redujeron los segundos en los ensayos. Al contrario, en los pacientes con tiempo
estandar o menor, la diferencia de segundos entre el plasma sin extracto y con extracto

fue minima.

Ademads, en los ensayos fitoquimicos cualitativos (ensayo de NaOH, cloruro férrico,
Salkowski y Dragendorff) se identificd la presencia de flavonoides (incoloro), polifenoles
(violeta oscuro), terpenoides (amarillo) y alcaloides (precipitado café) en el extracto

metandlico, mientras que en el extracto acuoso se logrd presenciar flavonoides,
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polifenoles y alcaloides. En los extractos de cloroformo y hexano no se extrajeron los 4

metabolitos mencionados.
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ANEXOS

ANEXO 1: Tiempo de protrombina en pacientes cuyo tiempo sin extracto fue
< 11 segundos.

PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN EXTRACTO 5 mg/ml
1 TP (segundos) 10,9 11
5 TP (segundos) 9,9 10,1
24 TP (segundos) 10,2 10,4
26 TP (segundos) 10,9 10,9
35 TP (segundos) 10,1 10,3

ANEXO B: Tiempo de protrombina en pacientes cuyo tiempo sin extracto
fue 211 a<13,5segundos.

PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5 mg/ml
EXTRACTO

2 TP (segundos) 12,4 9,8

4 TP (segundos) 13,4 11,7
6 TP (segundos) 12,1 11,6
7 TP (segundos) 13,1 11,2
10 TP (segundos) 11,3 11,4
11 TP (segundos) 11,8 11,1
13 TP (segundos) 13,2 12,7
19 TP (segundos) 13 11,8
20 TP (segundos) 12,9 12

21 TP (segundos) 14,8 11,1
22 TP (segundos) 13,3 11,2
23 TP (segundos) 12,9 12,5
27 TP (segundos) 13,3 11,1
28 TP (segundos) 12,2 11,7
30 TP (segundos) 11,6 10,9
32 TP (segundos) 13,2 12,1
35 TP (segundos) 10,1 10,3




ANEXO C: Tiempo de protrombina en pacientes cuyo tiempo sin extracto
fue > 13,5 segundos.

PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5 mg/ml
EXTRACTO

3 TP (segundos) 16,5 13,9
8 TP (segundos) 28,4 23,1
9 TP (segundos) 15,1 9,5

12 TP (segundos) 17,6 12,9
14 TP (segundos) 17,8 13,7
15 TP (segundos) 15 12,9
16 TP (segundos) 15,4 13,5
17 TP (segundos) 16,5 14

18 TP (segundos) 15,1 11,6
25 TP (segundos) 14,9 12,8
29 TP (segundos) 16,4 12,3
31 TP (segundos) 14 11,6
33 TP (segundos) 13,9 11,9
34 TP (segundos) 17,5 10,7

ANEXO D. Tiempo de tromboplastina parcial en pacientes cuyo tiempo sin
extracto fue < 25 segundos.

PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5 mg/ml
EXTRACTO
28 TTP (segundos) 24,7 25,1

ANEXO E. Tiempo de tromboplastina parcial en pacientes cuyo tiempo sin
extracto fue 2 25 a < 35 segundos.

PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5 mg/ml
EXTRACTO

1 TTP (segundos) 34,2 32,7
5 TTP (segundos) 31,7 31,4
6 TTP (segundos) 31,4 35,2
8 TTP (segundos) 34,3 33,8
10 TTP (segundos) 27,7 30

11 TTP (segundos) 32,6 29

12 TTP (segundos) 27,4 27,5
14 TTP (segundos) 32,6 30,4




15 TTP (segundos) 32,3 30,5
17 TTP (segundos) 33,7 31,9
19 TTP (segundos) 28,8 30,3
20 TTP (segundos) 34,7 33,2
21 TTP (segundos) 27,6 28,1
23 TTP (segundos) 30,2 29,6
24 TTP (segundos) 32,3 31,4
30 TTP (segundos) 33,1 32,6
31 TTP (segundos) 30,1 29,7
32 TTP (segundos) 32,8 30

33 TTP (segundos) 26,4 27,1
35 TTP (segundos) 31 30,7

ANEXO F. Tiempo de tromboplastina parcial en pacientes cuyo tiempo sin
extracto fue > 35 segundos.

PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5mg/ml
EXTRACTO

2 TTP (segundos) 35,6 35,1
3 TTP (segundos) 37,8 35,6
4 TTP (segundos) 38,3 35,9
7 TTP (segundos) 35,1 33,7
9 TTP (segundos) 38,2 42,2
13 TTP (segundos) 38,2 34,6
16 TTP (segundos) 42,1 33,7
18 TTP (segundos) 37,4 30,8
22 TTP (segundos) 37,7 34,7
25 TTP (segundos) 36,6 32,3
26 TTP (segundos) 38,5 32

27 TTP (segundos) 39,1 33,4
29 TTP (segundos) 40,8 34,8
34 TTP (segundos) 37,9 32,5




ANEXO G. Fibrindgeno en pacientes cuyo tiempo sin extracto fue < 18

segundos.
PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5mg/ml
EXTRACTO
2 FIBRINOGENO (segundos) 9,7 27,4
6 FIBRINOGENO (segundos) 17,3 11,9
7 FIBRINOGENO (segundos) 11,8 15,6
9 FIBRINOGENO (segundos) 13,3 16,8
11 FIBRINOGENO (segundos) 13,5 14,6
12 FIBRINOGENO (segundos) 9,9 13,7
13 FIBRINOGENO (segundos) 16,1 9,3
14 FIBRINOGENO (segundos) 11,2 12,7
16 FIBRINOGENO (segundos) 13,7 13,4
19 FIBRINOGENO (segundos) 14,1 8,3
20 FIBRINOGENO (segundos) 10,2 11,4
23 FIBRINOGENO (segundos) 15,1 11,8
25 FIBRINOGENO (segundos) 17,9 13,0
26 FIBRINOGENO (segundos) 10,8 12,3
27 FIBRINOGENO (segundos) 11,6 12,7
31 FIBRINOGENO (segundos) 14,7 12,1
34 FIBRINOGENO (segundos) 14,2 11,2

ANEXO H. Fibrindgeno en pacientes cuyo tiempo sin extracto fue > 18 a <
25 segundos.

PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5 mg/ml
EXTRACTO
4 FIBRINOGENO (segundos) 19,2 14,7
15 FIBRINOGENO (segundos) 22,7 14,9
17 FIBRINOGENO (segundos) 19,3 10,7
22 FIBRINOGENO (segundos) 21,4 12,6
28 FIBRINOGENO (segundos) 23,4 19,9
30 FIBRINOGENO (segundos) 20,9 9,3
35 FIBRINOGENO (segundos) 19,4 13,5




ANEXO |I. Fibrindgeno en pacientes cuyo tiempo sin extracto fue > 25

segundos.
PACIENTE PRUEBAS PLASMA SIN 5 mg/ml
EXTRACTO

3 FIBRINOGENO (segundos) 28,5 14,6
5 FIBRINOGENO (segundos) 32 17,5
8 FIBRINOGENO (segundos) 29,1 10,7
10 FIBRINOGENO (segundos) 29,9 17,2
18 FIBRINOGENO (segundos) 25,3 12,5
21 FIBRINOGENO (segundos) 30,4 11,7
24 FIBRINOGENO (segundos) 25,4 12,1
29 FIBRINOGENO (segundos) 28,6 13

32 FIBRINOGENO (segundos) 25,7 12,5
33 FIBRINOGENO (segundos) 28,1 23,9
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