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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto sobre el tiempo de
coagulacion del extracto etanolico a base de las corontas de Zea mays en Rattus
rattus. La Metodologia se basa en un estudio de tipo experimental. Se uso la coronta
de maiz, y se prepar0 el extracto etanolico. Se tomaron 15 ratas (R) y se usé dos
técnicas para medir el tiempo de coagulacion, para el método Lee y White, se formé
3 grupos, grupo blanco con 0,5ml ml (suero fisioldgico), grupo patrén 0,5 ml (citrato
de sodio 3.2 %) , grupo experimental 1 (extracto 50%) Yy grupo experimental 2
(extracto 80%) con 0,5 ml en cada tubo, la técnica Burker se tomé 3 ratas y sobre
lamina se puso 4 estimulos (citrato de sodio 3.2%, extracto al 50 %, 100%) vV se
colocé dos gotas de sangre y se observé con la marcha del cronometro observando el
tiempo de coagulacion (Tc). Resultando por la técnica Lee y White con el extracto al
50 %, se obtuvo un promedio de (Tc) de 35,4 min y al 80 % 42,2 min, mientras que
por el método Burker se obtuvo con el extracto al 50 % (Tc) 30 min y con el extracto
al 100 % un (Tc) de 42 min. Se concluye que el extracto etanolico a base de corontas
de Zea mays cuenta con el efecto sobre el tiempo de coagulacién tras alargar el tiempo
coagulacién.

Palabras clave: maiz, extracto, coagulacion.
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SUMMARY

The objective of the present study was to determine the effect on the coagulation time
of the ethanol extract based on the Zea mays colonies in Rattus rattus. The
Methodology is based on an experimental type study. The corn kernel was used, and
the ethanol extract was prepared. 15 rats were taken (R) and two techniques were used
to measure the coagulation time, for the Lee and White method, 3 groups were formed,
white group with 0.5 ml ml (physiological saline), standard group 0.5 ml ( sodium
citrate 3.2%), experimental group 1 (extract 50%) and experimental group 2 (extract
80%) with 0.5 ml in each tube, the Burker technique was taken 3 rats and on the plate
was placed 4 stimuli (citrate of sodium 3.2%, 50% extract, 100%) and two drops of
blood were placed and observed with the gait of the chronometer observing the
coagulation time (Tc). Resulting by the technique Lee and White with the extract to
50%, an average of (Tc) of 35.4 min was obtained and to 80% 42.2 min, while by the
Burker method was obtained with the extract at 50% (Tc¢) 30 min and with the 100%
extract a (Tc) of 42 min. It is concluded that the ethanol extract based on Zea mays

colontes has the effect

Keywords: corn, coagulation, extract.



INDICE DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTO.
DEDICATORIA
RESUMEN
ABSTRACT

l. INTRODUCCION:
REVISION LITERARIA
2.1. Antecedente

2.2. Bases Tedricas de la Investigacion
2.2.1. Taxonomia de Zea mays
2.2.2. Flavonoides
2.2.3. Hemostasia
2.2.4. Pruebas de coagulacion
2.2.5. Anticoagulantes
2.2.6. Proteasa trombina
I1l.  HIPOTESIS
V. METODOLOGIA
4.1. Disefio de la investigacion:

4.2. Poblacion y muestra:

4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:
4.5. Plan de andlisis:
4.6. Matriz de consistencia:

4.7. Principios éticos:
V. RESULTADOS

5.1. Resultados:

5.2. Analisis de Resultados:
VI.  CONCLUSION:

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

ANEXOS

vii

viii

11-19
20
20-21
22
23
24
24-25
26
27
28
29
30
30-34
35
36
37
37
38
39

40

41-42
43-44
45

46



INDICE DE TABLAS

Tabla 01.- Tiempo de coagulacion in vitro del extracto etanolico a base de las corontas
de Zea mays (maiz morado) al 50 y 80 % en Rattus rattus var, albinus por la técnica

de Lee y White. tt

Tabla 02. Tiempo de coagulacion in vitro del extracto etanolico a base de las corontas

de Zea mays (maiz morado) en Rattus rattus var. albinus por la técnica de Burker. jj

10



l. INTRODUCCION

La familia Poaceae en el Peru presenta alrededor de 157 géneros y 750 especies, en
esta familia habita el género y especie Zea mays (maiz), una variedad es el maiz
morado originaria de los andes peruanos, unica en el mundo por poseer la coronta y
los granos de un mismo color, siendo este de color morado, gracias a un pigmento que
se libera constantemente, metabolito secundario definido como antocianina, sustancia

que se atesora en mucha cantidad en toda su estructura. *

A las antocianinas se les clasifica como uno de los compuestos fendlicos con mayor
propiedades antioxidantes, como nutriente o complemento en tratamientos de
enfermedades cronicas, ha sido reconocida como gastroprotectora, regeneradora de
erosiones gastricas, cardioprotectora, hipotensora y degradante de lipidos, esta
sustancia se ha encaminado en el freno del avance de enfermedades degenerativas,
pues neutraliza a los dafiinos radicales libres que se forman dia a dia en exceso en

todas las afecciones conocidas. 2

La solubilidad en agua de los polifenoles es singular pues muchas pierden sus
propiedades, esta planta concentra estos componentes en maxima expresion en
organos de almacenamiento como sus granos y coronta, la cantidad de antocianina
presente en el maiz dependera del tipo de maiz y de sus partes por ello su valor
nutricional, sumada a su composicion rica en otros fitoquimicos al ingresar al

organismo compensan su actividad. 3
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La utilizacion incorrecta de este vegetal también podria producir reacciones adversas
en pobladores polimedicados tras aumentar los tiempos de sangria, produciendo un
problema medico y una disminucién de la seguridad de estos vegetales en
preparaciones como refrescos del modo de consumo popular que se hace en el Peru
para ello se busca determinar cada una de sus propiedades, para aportar nuevos
principios activos gque trabajen en la prevencion primaria en favor del bienestar

general.*

En la actualidad las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas
de atencion hospitalaria y mortalidad en el planeta, los problemas se agravan cuando
no se tiene un control de los habitos dafiinos de riesgo cardiovascular, algunos
medicamentos se utilizan para disminuir los efectos secundarios relacionadas con
estas patologias, entre otros medicamentos utilizados se tiene los antihipertensivos,
antidiabéticos, hipolipemiantes, anticoagulantes y antiagregantes plaquetarios los

cuales pueden tener restricciones de uso o estrecho margen de accion . °

Dado el interés en las plantas por su contenido beneficioso hacia la injerencia sobre
las plaquetas tanto en los periodos iniciales de la aterogénesis como en la trombosis
circulatoria, la utilizacion de anticoagulantes naturales es muy aplicable en la
prevencion de alteraciones en la distribucion correcta de la sangre en vasos

sanguineos.®
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Debido a un gran porcentaje de personas en el mundo con afecciones a nivel del
sistema cardiovascular, se merece Zea mays el estudio de sus nuevos principios que
puedan ayudar a tratar estas patologias, el efecto antioxidante comprobado en
anteriores estudios desde sus componentes hasta las capacidades advertidas le dan la
seguridad a cumplir con la propiedad anticoagulante y antiagregantes plaguetarios que

es un factor desencadenante de la mortalidad de los pacientes con estas afecciones. ’

En el PerG los niveles de medicacion de los pacientes que consumen medicamentos
con dificultad para degradar la formacion de trombos y coagulos, se debe a que sufren
trastornos en el equilibrio de la hemostasia primaria, por padecer anomalias que alteran
la buena funcién de plaquetas a nivel plasméatico como vascular, esto como origen
puede nacer de una trombocitopenia, o la enfermedad denominada Von Willebrand,
estas patologias en la sociedad tienen un bajo conocimiento o poca informacién de

su origen o tipos de terapéutica aplicada.®

Los tratamientos a personas con estas enfermedades ponen los usos, las indicciones,
asi como el diagnostico, como complicadas de caracter riesgosas por darse en el
espacio sanguineo, constituyen un problema creciente, ya que diversos estudios han
demostrado que los problemas relacionados a los medicamentos recetados originan
muchas interacciones de diversos tipos y reacciones adversas con efectos negativos

sobre la salud. °
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El factor caracteristico en el sindrome coronario agudo, es la formacion de placas de
colesterol llamadas, placa aterosclerdtica ello puede producir una constante rupturay
desprendimiento de esta placa que va obstruir la circulacion sanguinea dejando sin
flujo de sangre, oxigeno al corazon iniciando una trombosis, esta grieta a su vez
estimula tres mecanismos de una sustancia biologica, agregacion, seguida de
activacion y el sentido de la adhesion plaquetaria que si forma un tipo de contencién

entrampando més la luz vascular. ¥

Después de un dafio en nuestro cuerpo las plaquetas sufren cambios que afectan su
estructura o morfologia, se activan una serie sustancias creandose un tapén que puede
ser causal de accidentes cerebro vascular, asi como trombosis, hemorragias o dificultad

para la circulacion sanguinea firme.

La importante participacién de la cascada de coagulacion y de las plaquetas en el
proceso de formacién de trombos hace de importancia de principios naturales que
ayuden a revertir su mecanismo ante cualquier patologia que pueda presentar riesgos
constantes con enfermedades como dislipidemias, diabetes, hipertension que pueden

ser causales de un infarto agudo de miocardio. 2
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La interferencia del sistema de coagulacion tiene entre sus procesos ser consecuencia
de la activacion del acido araquidénico, luego de ellos actia la enzima ciclooxigenasa
y se lleva todo el proceso de inflamacion para asi darse en el momento exacto su
participacion, los flavonoides basan su accion antiinflamatoria al inhibir la actividad

del 4cido araquidonico al mismo modo que los farmacos antiinflamatorios. **

Cuando se hace uso de la sangre para pruebas o transfusion, estos liquidos sanguineos
tienden a tener un tiempo medido antes de coagular, por ello se deben ser almacenados
mediantes preservantes y conservantes para no alterar sus componentes o derivados,
conocidamente en el ser humano este tiempo no debe sobre pasar los 11 minutos
mientras que en animales como las ratas, esto no deben cruzar 5 minutos, pero hoy en
dia existe muy pocos materiales o sustancias que alarguen y manteen la calidad de la

sangre dada su importancia pues sirven para salvar vidas y determinar enfermedades.*

Entonces lo expuesto anteriormente ayuda a dar respuesta a la interrogante ¢ Tendra
efecto sobre el tiempo de coagulacion in vitro el extracto etanolico a base de las

corontas de Zea mays (maiz morado) en Rattus rattus.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto sobre el tiempo de coagulacion in vitro del extracto etanolico a

base de las corontas de Zea mays (maiz morado) en Rattus rattus

OBJETIVOS ESPECIFICOS
— Determinar el tiempo de coagulacion in vitro del extracto etanolico a base de
las corontas de Zea mays (maiz morado) en Rattus rattus var, albinus por la
técnica de Lee y White.
— Determinar el tiempo de coagulacion in vitro del extracto etanolico a base de
las corontas de Zea mays (maiz morado) en Rattus rattus var. albinus por la

técnica de Burker.

16



1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes
Aguilera *° reafirma que las antocianinas son un grupo de pigmentos de color rojo,
hidrosolubles, ampliamente distribuidos en el reino vegetal, quimicamente son
glucésidos de las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de un enlace
B-glucosidico y que a estructura quimica bésica de estas agliconas es el ion flavili,
también llamado 2-fenilbenzopirilio que consta de dos grupos aromaticos: un
benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); el flavilio normalmente funciona como un

cation.

Kuskoski ¢ determino la actividad antioxidante de los pigmentos antocianicos de Zea
mays utilizando el radical ABTS ", asi determind la capacidad antioxidante de cinco
antocianos puros: delfinidina, cianidina, peonidina, pelargonidina y malvidina todos
ellos glucosilados en el C-3 del anillo y que los antocianos ensayados, delfinidina y

cianidina 3-glucdsido presentan mayor actividad antioxidante.

Guillen et al.}” en su trabajo de revision del afio 2016 sobre Caracteristicas y
propiedades funcionales del maiz morado (Zea mays L.) var. subnigroviolaceo nos
dicen que el maiz morado es una planta oriunda de América, que debido a su alto
contenido de antocianinas y compuestos fendlicos actia como un poderoso
antioxidante natural y anticancerigeno, teniendo ademas propiedades funcionales

debido a 8stos compuestos bioactivos.

17



Cabezas ° en su estudio reciente del 2019 investiga las procedencias de Maiz Morado
y que todos presentan un colorante natural que es cianidina-3-glucésido que pertenece
al grupo de las antocianinas asimismo tiene propiedades antioxidante y anti-

cancerigeno.

Quispe 20 et al, el afio 2011 en un articulo definio las caracteristicas quimicas de 3
cultivares de maiz morado cultivados en ciudades de Arequipa, demostrando asi sus
diferencias con respectos a | altura, tamafio de mazorca, de coronta y peso de coronta
y la cantidad de antocianinas como fenoles totales de las corontas se diferencia y la

actividad antioxidante de igual manera

Aguileraetal, 2 ensu articulo determino la actividad antioxidante del consumo diario

del extracto de maiz morado (Zea mays L) en ratas, encontrando que a mayor dosis de

ello reduce mas la cantidad de radicales libres.

18



2.2. BASES TEORICAS Zea mays
2.2.1. Taxonomia
- Familia: Poaceae
- Género: Zea
- Nombre cientifico: Zea mays.
- Nombre comdn: Maiz morado

- Empleo: coronta, granos ?’
Descripcion y habitad

Su nombre cientifico es Zea mays L., se le conoce con el nombre comin maiz morado
pertenece a la familia Poaceae, es una planta oriunda de Ameérica, que tiene el
epispermo de las semillas y la tusa de color morado, lo que le hace Unica en el mundo,
esa caracteristica lo tiene por su composicion ricaen antocianinas, sustancia del grupo
de los flavonoides, también posee cantidades altas de almidon aproximadamente un
80%; también un 10% de azlGcares que juntos le dan un sabor dulce, sus proteinas,
minerales y se concentran en el endospermo. Tiene un tallo macizo alcanza una altura
aproximadamente 60 cm, mide entre 3 0 4 metros, su floracion es en forma de
plumero, las espigas crecen en la axilas de las hojas, convirtiéndose luego en la

mazorca llena de granos formados en hileras. %’

Es una variedad Unica que se cultiva en el Per(, es un cultivo de los Valles
Interandinos, costa central y es caracteristico de suelos marginales. Las principales

zonas productoras son: Lima, Ancash, Arequipa y cuzco. %8
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Composicion quimica

Posee principios activos como flavonoides, glucésido aucubina, &cido silicico,
Proteinas, vitaminas, flavonoides, antocianinas (cianin-3-glucosa, pelargonidina 3-
glucosido, peonidina 3-O-glucdésido, cianidina 3-malonilglucésido, pelargonidina 3-
malonilglucésido y peonidina 3-malonilglucésido, ademés, cianidina 3-

dimalonilglucosido), almidon, minerales. 2°
Propiedades

Los estudios han comprobado sus distintos efectos como antilipidémico,
antimutagenico, ayuda al tratamiento en enfermedades cardiovasculares reduccion del
colesterol, lucha contra la diabetes, su accion antioxidante es tan valiosa, pues ayuda
a detener la formacion de radicales libres , asi es (til para, enfermedades gastricas,

neurodegenerativas.

2.2.2. Flavonoides

Los flavonoides son sustancias de tonos normales en las plantas y protegen el cuerpo
del dafio causado por las sustancias en oxidacién, como rayos brillantes,

contaminacion natural, sustancias sintéticas que se muestran en la alimentacion. 3

20



Tipo de flavonoides

Casualmente, tiene una tendencia a resumir cuando se define los tipos de flavonoides
seguin una relacion en un grado expansivo de su estructura especifica, es decir, tipo de
sustituyentes, reuniones utilitarias, nivel de oxidacion, estructuras diméricas,
polimorficas, hasta estructuras glicosidadas, este término flavonoide es su utilizacion
para representar una amplia variedad metabolitos comunes con un marco C6-C3-C6

(anillos A, C y B) asi se tiene a los flavonoides, isoflavonoides y neoflavonoides. *?
Antocianina el mayor flavonoide en Zea mays

Son compuestos hidrosolubles, pertenece a los flavonoides, es un pigmento de
vegetales. Es un heterdsido tiene los tres anillos de su estructura conjugados, se las
encuentra en toda la dieta humana, pues lo atesoran ciertas cereales, frutas como la

uva, mora, también se encuentran en flores y hojas de las plantas. 3
Capacidad antioxidante de los flavonoides

Desde la perspectiva de la mezcla, un agente antioxidante es también preventorio del
cancer, su naturaleza es intensificar la disminucion que mantiene la oxidacién de
otras especies de sustancias, se caracteriza como una sustancia que, cuando esta
presente en focos mucho mas bajos que los de un sustrato oxidable, disminuye o
dificulta por completo la oxidacion de dicho sustrato, por lo que los refuerzos celulares
asumen un trabajo esencial en la garantia de estructuras celulares que podrian ser

dafiadas en respuestas que incluyen radicales libres. 3

21



Flavonoides y sistemas enzimaticos cardiovasculares

Se tiene evidencia que in vitro, los flavonoides impactan la actividad de varios
sistemas enzimaticos, a pesar de la forma en que existen pruebas de que pueden hacer
lo mismo que en vivo, por lo que es importante demostrar los efectos de los flavonoides
en estos, estructuras sinérgicas que pueden ser focos terapeuticos en el entorno

cardiovascular. %
Enzimas con efecto en el sistema de coagulacion

a) Flavonoides sobre Fosfolipasa A2

La fosfolipasa A2 (PLA2) es una proteina comprometida con las formas de activacion
celular, seguido de esta enzima genera el &cido araquidénico quien liberado es
utilizado por otros como sustrato la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa asume un trabajo

basico como un intervalo entre procesos provocativos intra y extracelulares. ¢

b) Flavonoides sobre Lipooxigenasas y ciclooxigenasas

La llegada del acido araquiddnico de los fosfolipidos, es utilizado por medio de la
lipoxigenasa o del musculo liso con la formacion de los leucotrienos, que estan
relacionados personalmente con procedimientos inflamatorios, hipersensibles vy
asmaticos, y también en otros procedimientos fisioldgicos. Para lograr tal restriccion,
es necesario que el flavonoide tenga una mezcla de propiedades quelantes y

aminoradoras del hierro o, en otras palabras, que sean flavonoides polihidroxilados. ¥’
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c) Flavonoides sobre Adenilato ciclasa

Se ha informado que las mezclas, por ejemplo, flavona, disminuyen el movimiento
plaquetario iniciado por la prostaciclina, un impacto que se atribuye al impedimento
de la adenilato ciclasa, con el objetivo de que los inhibidores particulares de este
catalizador puedan mostrarse con un efecto antiagregante plaquetario de sorprendente

accion. 3
d) Flavonoides sobre Enzima trombina

Los flavonoides al ser de estructura glicosilada, por medio de ello van interactuar por
medio de su azucar en posicion 3,5 del anillo Bencénico inhibiendo la reaccion de
la enzima trombina en su centro activo donando un Hidrogeno del anillo a la
estructura del complejo Histidina 57 formando enlace de Hidrogeno con la Serina
inhibiendo de esta forma su actividad en el proceso de coagulacién al generar al

compuesto flavonoide-enzima trombina. 38
Metabolismo de los flavonoides en organismo humano

La indigestion como parte de una dieta de flavonoides en la rutina de alimentacion
debe ser de uno o de dos gramos, esencialmente se debe por la cantidad de los
flavonoides estan disponibles en las plantas y frutas, hortalizas por lo cual estos se

nutren como Pglucésidos, que son degradados por hidrolisis.

Cuando es esto sucede intestinalmente por la actividad de dos proteinas, la lactasa que
se halla en la capa de los enterocitos cuando los flavonoides son hidrolizados por este

quimico la atraviesan, también por el transporte dindmico de los glucésidos en el
23



medio de transporte de azucar SGLT-1 sujeto a sodio, cuando estos flavonoides son
hidrolizados se conjugan mucho por metilacion, sulfatacion o glucuronidacion, y por

ello tiene en el plasma una concentracion normalmente es bajo.*°

2.2.3. Hemostasia

Es la disposicion de los componentes fisiologicos que mantienen la circulacion de la
sangre y mantiene su derrame llamado hemostasia. Incluye venas, segmentos celulares
(plaquetas) y disolubles (factores de coagulacion de la sangre) de la sangre, hasta la

hemostasia remediadora. Mantener alejado de la pérdida de sangre.

Periodos de hemostasia.

Vasoconstriccion Fase 1

Después del dafio vascular, se produce una vasoconstriccion en la zona que
provoca la moderacién del torrente sanguineo, esto apoya la asociacion entre
las plaguetas y los factores de coagulacion con el endotelio, se debe realizar
una estimacion cuidadosa en el musculo liso del vaso y es probable que se
mantenga, por serotonina, adrenalina y tromboxano A2 (TXAZ2) descargados
de plaquetas en bruto. 4?

Disposicion del trombo plaquetario etapa 2

En condiciones fisioldgicas, el marco plaguetario se conforma en la zona
dafada e incluye algunas fases que incluyen el enlace, el accionamiento y la
recoleccion de plaquetas. Las plaquetas se adhieren al divisor vascular a través
del subendotelio descubierto por la lesion. Las proteinas que miden el

acoplamiento estan en un nivel muy basico de colageno subendotelial, factor
24



de Von Willebrand (VWF) y fibronectina, mientras que los receptores
plaquetarios incluidos son las glicoproteinas de la capa. 3

Coagulacién etapa 3

Coagulacion plasmatica compuesta por cambio, catalizada por trombina,
solvente fibrindgeno en un sistema de hebras (fibrina), el procedimiento
concentrado y la hemostasia permanente comenzaron con vasoconstriccion y
fueron creados por plaquetas. Los segmentos del curso se denominan factores
de coagulacion y estan asociados con tres reuniones, dependiente de la vitamina
K, delicada a la trombina y contacto.

Cascada de la coagulacion

Dos vias de actuacion de los zimogenos que se unen al iniciar el Factor X y una
viatipica en el Factor X convierten la protrombina en trombina y el fibrindgeno
en fibrina.*

Via intrinseca

Se activa por contacto del factor XII con una superficie cargada de manera
contraria y ademas incluye los factores FXI, FI1X, FVIII, precalicreina. 4

Via extrinseca

Se activa por la introduccion del factor tisular al flujo, incluye factor VII, las
plaquetas iniciadas interceden en su superficie de fosfolipidos, que actia como
un personaje en pantalla en la Gltima fase de la ruta caracteristica y en la ruta

normal. 4
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Disposicion de la de fibrina etapa 4
El fibrinbgeno se compone de 3 areas globulares, un espacio focal llamado area
E (en rojo) y dos areas D (en oscuridad) en cada lado. Tras la llegada de los
fibrinopéptidos A y B por la trombina. Los monomeros de fibrina se
polimerizan dando forma a un polimero de fibrina soluble, que se compensara
debido a la actividad de FXIIla, enmarcando un polimero insoluble o un grupo
estable. 4
Fibrindlisis
La disposicion de la fibrina activa el marco fibrinolitico, el mejor enfoque para
evacuarlo o el redisefio a través de la fibrindlisis que se mantiene alejado de la
reserva de fibrina. 4°

Tromboxano TXA2

Se mezcla de las vias de acidos araquidonicos (AA) por la ciclooxigenasa (Cox) vy el

tromboxano sintetasa, es un fuerte agregante de plaquetas y vasoconstrictor. *°

Plaquetas

Las plaquetas comienzan a partir del citoplasma de los megacariocitos de la médula
0Osea, las plaguetas no tienen un gendmico, una prohibicién, un ARN solitario (ARNm)
obtenido de los megacariocitos es mas, el aparato de interpretacion indispensable para

la combinacidn de proteinas. °!
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Fases de la agregacion plaquetaria
Activacion plaquetaria

La activacion plaquetaria empieza por la unién de un agonista a la superficie de las
plaquetas. Se observa luego la accién de la fosfolipasa C y A2 en las plaquetas cuando
se introducen analogos de GTP no hidrolizables en las plaguetas permeabilizadas. Esto

propone que las fosfolipasas C y A2 son manejadas por proteina G.%?

Adhesion plaquetaria
La adhesion plaguetaria al colageno requiere de la interaccion del colageno con VWF
del plasma, GPIb, GPlalla de la membrana plaquetaria que durante la formacion del

coadgulo establecen enlaces plaqueta-fibrina. Se produce la internalizacién de las

mallas de fibrina o de colageno, que son rodeados de microfilamentos. 3

2.2.4. Pruebas de coagulacion

Es una proporcion de la fiabilidad de las partes vasculares y plaquetarias. Su
prolongacion se identifica con la parpura vascular y el desorden subjetivo y
cuantitativo de plaquetas. >

Principio del Método Duke:

Se realiza un punto de salida de sangre tras el corte del oido y el tiempo requerido
para filtrarse en la piel, la coagulacién, se registra en el momento del tiempo que deja

de sangrar. La referencia se estima: Normal: 1 a 3 min. Prolongado: mas de 3 min. *®
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Tiempo de coagulacion (estrategia Lee White)

Hace algun tiempo se us6 como una técnica para ajustar el sistema natural de
coagulacion y para detectar el tratamiento con heparina.

Estandar: el tiempo de coagulacién de la sangre completa es el requisito previo para
que una cantidad de sangre se decida en condiciones particulares en un periodo de
tiempo entre 5 y 10 minutos. La referencia se estima: - Normal: 5 - 10 min. -

Prolongado: mas de 10 min. 7

2.25. Anticoagulantes

Anticoagulantes de accion directo

Los que se extrajeron del cerdo o similar a un buey, con una variable que no solo esta
lista para obstaculizar la cantidad de depdsitos encontrados en el curso de coagulacion.

Como inhibidores inmediatos de la trombina, hirudina, argatroban. %

Anticoagulantes de actividad indirecta.

Esta es una antitrombina I1l (ATIII), que produce cambios en el funcionamiento del
curso de un cambio como lo indica la coagulacién. Como inhibidores del limite

inhibitorio de este quimico en la antitrombina 111, heparina no fraccionada. *°

Anticoagulacion oral

La anticoagulacion oral se realiza con el paciente, la grafica de administracion,
coagulacién oral en su mayor parte comienza con el paciente en el interior y en paralelo

con el uso de heparina intravenosa, tenemos el acecumarol, Warfarina. °
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2.2.5. Proteasa trombina

El grupo de proteasas del tipo Trombina TR incorpora una progresion de proteasas que
contienen depositos de serina, histidina y aspartico corrosivo en su enfoque reactivo.
Dentro de esta familia estan las proteasas envueltas, por ejemplo, la propia TR, que da
nombre a la recoleccion, plasmina, calicreina, activador del plasmindgeno uroquinasa

(UPA) y activador del plasmindgeno tisular (tPA). 5!

Trombina La TR es una serina proteasa multifuncional que realiza ejercicios organicos
criticos en los procedimientos de hemostasia y recuperacion retorcida en las formas de
coagulacion, en la cooperacion que cataliza la hidrdlisis del fibrinbgeno y la
promulgacion de las plaquetas, hasta el momento en que se produce la incitacion de
las reacciones. Células comprometidas con los procedimientos de agravacion y

reparacion de tejidos dafiados. ©?

Mecanismo catalitico de las Enzima trombina

Las proteinas serinas tienen un instrumento reactivo notable, compartido por otros
compuestos no proteoliticos. Este es un componente en el que se hace un medio
covalente acil enzima con la llegada del elemento principal y el periodo de desacilacion
en el &tomo de agua. Cada uno de estos compuestos tiene un lugar de funcionamiento
para tres aminoacidos totalmente conservados, Serina, Histidina y Aspartato, ensambla
que recibe el nombre de grupo reactivo de tres. El sustrato estd unido al punto focal

dinamico de la proteina. %3
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I11. HIPOTESIS.
El extracto etanolico a base de las corontas de Zea mays (maiz morado) tiene efecto

sobre el tiempo de coagulacion in vitro en Rattus rattus.
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IV. METODOLOGIA

4.1.

4.1.1.

4.1.2.

DISENO DE INVESTIGACION

El trabajo de investigacion presente corresponde a un estudio de enfoque

cualitativo, de disefio experimental, de un nivel explicativo.

Obtencién del extracto etanolico &

Se realiz6 el extracto con la parte aérea de la planta (corontas), en éptimo
estado de desarrollo vegetativo y fitosanitario. Se desgrand manualmente el
maiz morado hasta obtener solo las corontas, luego se llevé a estufa a 45 °C a
secar por 6 horas. Posteriormente se molié hasta obtener 100 g de muestra
(coronta molida) fueron extraidos con 100 ml de solucion etanolico al 80%
acidificando con 2 gotas de Hcl 0.01 N y almacenada en frasco de color ambar
moviéndolo cada 2 horas 3 veces dejando macerar por 7 dias. Luego del

tiempo pasado se filtrd y se refrigeré a 4°C.

Modelo Experimental de la actividad sobre el tiempo de

coagulacic’)n (Modificado de Soriano et al.) 64

4.1.2.1. Material farmacoldgico

El material farmacoldgico empleado para el grupo patron en el tratamiento de

la anticoagulacién citrato de sodio.
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4.1.2.2. Soluciones

Se diluyé 10 ml del extracto etanolito con 10 ml del suero fisioldgico
generando la solucion al 50 % y 10 ml del extracto con 2 ml de suero
fisiologico generando la solucién al 80 % para uso en la técnica Lee y White

Luego se diluyo 10 ml del extracto con 10 ml de suero fisioldgico generando
la solucidn al 50% y se us6 10 ml del extracto etanolito concentrado generando

la solucién al 100 % para uso en la técnica Burker.

4.1.2.3. Determinacion del efecto anticoagulante in vitro

Para el efecto sobre el tiempo de coagulacion in vitro se utilizé el Método de
Tiempo de coagulacion mediante dos técnicas Lee y White, Burker. Se realiz6
con 15 especimenes de Rattus rattus var. albinus, en las cuales fueron
divididos de forma aleatoria en 3 grupos para la técnica Lee y White, un 1
individuo se tom6 como blanco, 1 individuo como patrdn, 5 individuos como
problema 1 y 5 individuos como problema 2, se les extrajo sangre y deposito
en tubos, se observo la formacion de coagulo en tubo inclinado en bafio maria

a 37%.
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En la técnica Burker se usaron 3 ratas a quienes se les extrajo sangre y

deposito en placas concavas. Se midié el tiempo de formacion de coagulo con

cronometro tras la extraccion de la muestra de sangre, observando la

formacion del hilo de fibrina

a)

b)

Proceso del ensayo sobre el tiempo de coagulacion in vitro técnica Lee
y White.

Grupo blanco: Se afiadi6 0,5 ml de suero en un tubo

Grupo experimental 1: Se afiadio 0,5 ml de extracto etanolito al 50 % en
cada tubo.

Grupo experimental 2: Se afiadio 0,5 ml de extracto etanolito al 80% en
cada tubo-

Grupo patrén: Se afiadio 0,5 ml de citrato de sodio al 3.2% diluido en un
tubo

Proceso del ensayo sobre el tiempo de coagulacion in vitro técnica
Burker

Las muestras sanguineas extraidas de 3 especimenes fueron estimuladas
en placa concava con las siguientes 4 soluciones:

Estimulo A: sangre sin aditivos

Estimulo B: Sangre mas extracto etanolico al 50%

Estimulo C: Sangre més extracto etanolico al 100%
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d)

Estimulo D: Sangre con citrato de sodio al 3.2%

Determinacion del tiempo de coagulacion. Lee y White

Determinacion sobre el tiempo de coagulacién Lee y White.

Luego de anestesiar, se extrajo por medio de venopuncion 3 ml de sangre
y fue repartida en partes iguales en los tubos del grupo control, blanco,
experimental 1 y 2 (1ml/cada tubo), y se llevd a bafio maria 37°C,
controlandose el tiempo de coagulacion desde la extraccion. Se observo
con la marcha del cronometro (reloj) tras la inclinacion de los tubos cada
15 segundos la aglomeracion de la sangre o nulo desplazamiento, cuando
ocurre con el primero eso, inmediatamente se comenzar a inclinar el
segundo tubo hasta que coagule, luego el tercero y luego fip cual nos indicé
que la sangre se ha coagulado, y en ese momento se anot6 el tiempo
transcurrido.

Determinacion sobre el tiempo de coagulacion Burker

Para el método de Burker posteriormente se extrajo la sangre de la forma
expuesta anteriormente a un espécimen alimentada sin sustancia alguna
por 12 horas, luego sobre la ldmina excavada con cada estimulo (citrato
de sodio 3.2%, extracto al 50 %, 100%) se coloc6 dos gotas de sangre
posteriormente, se homogenizo y se observo con la marcha del cronometro
(reloj). Cada 15 segundos se examiné la muestra de sangre con ayuda de
una aguja hipodérmica hasta la observacion de la formacion de hilo de

fibrina que se adhiere a la punta de la aguja, lo cual indic6 que la sangre
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se ha coagulado, y en ese momento se anoto el tiempo transcurrido.
4.2. Poblacion y muestra.

a) Poblacion vegetal: las mazorcas de maiz se obtuvieron de los sembrios de los
campos del caserio de Rinconada, provincia de Santa, Ancash, en el mes de mayo -

2017.

b) Muestra vegetal: Se trabajo con las corontas en un total de 100 gr de peso, la

extraccion etanolico se realizé por maceracion en alcohol.
Criterios de exclusion:

— Se excluyeron corontas con plagas

— Se excluyeron corontas en mal estado

Criterios de inclusion:

— Se utilizaron las corontas sin plagas.

— Se utilizaron corontas en buen estado

c) Poblacion animal: Rattus rattus var. albinus de ambos sexos de 250 gr que fueron

obtenidas del bioterio- ULADECH..

d) Muestra Animal: Se tomd 15 Rattus rattus var. albinus
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4.3. Definicién y operacionalizacion de variables e indicadores.

Variable Definicion conceptual | Definicion Indicadores
operacional
Dependiente: Medir el tiempo en
Injerir sobre el tiempo
Efecto - sobre ¢l de coagulacién in vitro que tarda en formarse
tiempo de ° _ Tiempo  de
. es alargar la formacion | €l coagulo

coagulacién del lacid

, de coagulo después de coagiacion
extracto etanolicos >4 minutos

de las corontas de
Zea mays.

exponer la sangre a un

material de vidrio

Independiente

Concentracion del
extracto etanolico
de las corontas de

Zea mays

Cantidad de gramos de
extracto de Zea mays

en 100 ml de liquido

Porcentaje de dilucion

del extracto etanolico

de Zea mays al 50,
80%%, 100 %

Grupo blanco:
suero
fisiologico
0.9%

Grupo patron:
Citrato de
sodio 3.2 %

Grupo
experimental:
extracto
etanolico de
Zea mays al
50,80, 100%
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se uso las técnicas de observacion de forma directa, medicion y registro de tiempo
con cronometro Yy otras caracteristicas que se observen en la medicion del efecto sobre
el tiempo de coagulacion. Los datos obtenidos fueron registrados en fichas de

recoleccion de datos.

4.5. Plan de analisis.

Para la evaluacion de la inflamacion se capturaron los datos en el programa Excel 2016

para generar los gréaficos y la estadistica descriptiva.
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4.6. Matriz de consistencia

TITULO DE LA
INVESTIGACION
Determinar

el
efecto  sobre el
tiempo de
coagulacion in

vitro del extracto
etanolico a base de
las corontas de Zea
mays (maiz
morado) en Rattus
rattus

FORMULACION

DEL
PROBLEMA
¢Tendra

efecto  sobre el
tiempo de
coagulacién  in
vitro del extracto

etanolico a base
de las corontas de
Zea mays en
Rattus rattus?

OBJETIVOS:

Objetivo general:

Determinar el efecto sobre el tiempo de
coagulaciénin vitro del extracto etanolico da base
e las corontas de Zea mays en Rattus rattus.

Obijetivo especificos:

Determinar el tiempo de coagulacion in vitro del
extracto etanolico a base de las corontas de Zea
mays (maiz morado) en Rattus rattus var, albinus
por la técnica de Lee y White.

Determinar el tiempo de coagulacion in vitro del
extracto etanolico a base de las corontas de Zea
mays (maiz morado) en Rattus rattus var. albinus
por la técnica de Burker.

HIPOTESIS

El extracto
etanolico a base
de las corontas
de Zea mays
(maiz morado)
tiene efecto
sobre el tiempo
de coagulacion
in vitro en
Rattus rattus.

VARIABLES

Variable
dependiente:
Efecto sobre el

tiempo de
coagulacién  del
extracto

etanolicos de las
corontas de Zea
mays.

Variable
independiente:

Concentracion del
extracto etanolico
de las corontas de
Zea mays

TIPO DE
INVESTIGACION

Explicativo

DISENO
DE LA
INVESTIGACION

Experimental

POBLACION
Y MUESTRA

Poblacion
vegetal:
corontas
Zea mays
Muestra : 100
mg de coronta
de Zea mays

1kg
de

Poblacion
animal: Rattus
rratus
var.albinus
Muestras:
tomaron 15
Rattus rattus
var.albinus

se

PLAN DE
ANALISIS

Estadistico
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4.6.Consideraciones éticas

Se incentiva el estudio del uso de plantas en bien del rescate de la naturaleza,
preservando cultura, creencias y costumbres de los pueblos, que heredaron la
sabiduria y conocimientos, que procura forjar nuevas fuentes de principios
medicinales para la ciencia y la salud mundial. Manteniendo las
recomendaciones de la declaracion de Helsinki, adoptada por la Institucion
académica que orienta el trabajo de investigaciones como bien social, académico

y cultural. %
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 01.- Tiempo de coagulacién in vitro del extracto etanolico a base de las

corontas de Zea mays (maiz morado) al 50 y 80 % en Rattus rattus var, albinus por

la técnica de Lee y White.

Soluciones Tiempo de coagulacion Tc (minu) Promedio
del
Tc(min

Tubos (min)

Blanco (suero 3’ 3 3 3 3 3

fisiol6gico)

Patrén (citrato Nc Nc Nc Nc Nc Nc

de sodio3.2%0)

Experimental 1 35 36 38 35 33 35,4+1.624

(extracto al 50

%)

Experimental 2 39 46 38 45 43 42,2+3.14

(extractd al
80%0

Fuente: Datos obtenidos de la investigacion

Leyenda: (Tc) tiempo de coagulacién “(minutos), Nc(no coagulo)
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Tabla 02. Tiempo de coagulacion in vitro del extracto etanolico a base de las

corontas de Zea mays (maiz morado) en Rattus rattus var. albinus por la técnica

de Burker.
Tiempo de Coagulacion (Tc)
Estimulo A Estimulo B Estimulo C Estimulo D
(sin aditivos) (Extracto (Extracto (Citrato de
Concentradoal  Concentrado sodio
50 %) al 100 %) 3.2 %)
3 30’ 48° Nc
3 30° 48’ Nc
3° 30’ 48’ Nc
Promedio 30 48

Fuente: Datos obtenidos de la investigacion

Leyenda: (Tc) tiempo de coagulacion

Nc: No coagulo
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS:

En la tabla 01 usando la técnica Lee y White el extracto etanolico de corontas de Zea
mays al 50 % se observé un (Tc) promedio de 35,4+ 1.64 retrasando la formacion del
codgulo sanguineo en los tubos inclinados. Mientras que con el extracto etanolico de
corontas de Zea mays al 80 % se observd un (Tc) promedio de 42+ 3.14 retrasando la

formacion del codgulo sanguineo en los tubos inclinados. .

Mientras que en la tabla 02 usando la técnica Burker el tiempo promedio de coagulacion
con el estimulo A fue de 3 minutos, con la adicidn de extracto etanolico de Zea mays al
100 % obtuvo un valor de 48 minutos de (Tc), con el extracto etanolico al 50 % un tiempo
de 30 minutos, valores que se aprecian significativamente a comparacion con el citrato
de Sodio donde no se presentd coagulacion obteniendo diferencia significativa cuando

se compararon los resultados obtenidos en entre los dos métodos.

Datos que no se acercan a lo encontrado por Soriano'” et al, que encontr6 por la técnica
Lee y White con los extractos de Erytrhoxylum coca y Erytrhoxylum novogranatense,

aplicados en sangre de ratas albinas, tiempos 1.38 min y 1.83 min respectivamente.

En tanto para Villalta Villalta y Garcia 23 determinaron el efecto anticoagulante in vitro
del extracto etanolico del rizoma de Curcuma longa L, en muestras sanguineas usando el

método de Burker un promedio de Tc de 89.18.

Mientras que Buitrago 2 en su estudio con extracto etanolico de la Solanum tuberosum

con su extracto al 50% de 1,15 minutos.

Estos resultados demuestran existe un efecto sobre el tiempo de coagulacién in vitro al
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alargar el tiempo de intervalo en que tarda en formarse un coagulo sanguineo al ponerse
en contacto con una superficie de vidrio. Por ello el tiempo de coagulacién de las ratas
esta entre 2-5 minutos, entonces los datos hallados superan ese tiempo evidenciandose el

efecto del extracto en sus dos técnicas a distintas concentraciones.

Choca © presenta el mecanismo de las plantas del alargamiento del Tc, demostrando que
los flavonoides glicosilados inhiben la coagulacion siendo determinante carbohidratos

monosacaridos para mayor estabilidad del complejo a formarse.

Los flavonoides al ser de estructura glicosilada, por medio de ello van interactuar por
medio de su azUcar en posicion 3, 5 del anillo Bencénico inhibiendo la reaccion de la
enzima trombina en su centro activo donando un Hidrogeno del anillo a la estructura del
complejo Histidina 57 formando enlace de Hidrogeno con la Serina inhibiendo de esta
forma su actividad en el proceso de coagulacion al generar el compuesto flavonoide-

enzima trombina.

Entonces Zea mayz contiene altos connetraciones de antocianinas entre ella la cianidina,
el azlcar presente en su molécula lesconfiere una gran solubilidad y estabilidad,
generalmente se une a la antocianidina en la posicién 3 del grupo fendlico, pero puede
también hacerlo en las posiciones 5y 7, cuando estos estan acilados por grupos derivados
del &cido acético le confiere estabilidad ante condiciones extremas de pH y temperatura
por ello cuado senquiere extraer antocianinas es mejor hacerlo con etanol conteniendo
una pequefia cantidad de acido (15%, HCI 1M) con el objetivo de obtener la forma del

catién flavilio, compuesto que esta como cation.

Por ende las antocianas contenidas en las corontas de Zea mays las cuales se conocen su

abundante concentracion de este metabolito bioactivo, en base a la técnica del extracto
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etanolico de Zea mays cuenta con dichas estructura y dicho flavilio con lo que se puede
presumir que su actividad anticoagulante actua de esta manera por esta via donando un
Hidrogeno del anillo a la estructura del complejo Histidina 57 formando elcomplejo
enzima-flavona-trombina, sumado al bloqueo de la ruta del acido araquiddnico, por

inhibicion de la ciclooxigenasa documentado por otros autores
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V. CONCLUSIONES

5.1. Conclusién

- Se determind que el tiempo de coagulacién in vitro con el extracto etanolico a
base de las corontas de Zea mays por la técnica de Lee y White alargo el tiempo
en un promedio de 35 minutos

- Tambien se demostré que el tiempo de coagulacion in vitro con el extracto
etanolico a base de las corontas de Zea mays por la técnica de Burker alargo el

tiempo en un promedio de 42 minutos

5.2. Recomendaciones

Se recomienda la realizacion de mas ensayos in vitro en Rattus rattus y hallar la mejor

concentracion del extracto

También seria recomendable que se combinen a futuro otros vegetales y se formulen

en bien de la sociedad
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2. SEDANDO CON CLOROFORMO
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3.EXTRAYENDO LA SANGRE
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4. OBSERVACION DEL COAGULO Y TIEMPO DE COAGULACION POR

METOD LEE Y WHITE
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OBSERVACION DEL TIEMPO DE COAGULACION Y FORMACION

DEL HILO DE FIBRINA POR TECNICA BURKER
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CERTIFICADO DE IDENTIFICASION DE PLANTA

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxonomica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
g Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Lilianae

. Orden: Poales

s Familia: Poaceae

. Género: Zea

2 Especie: Z.mays L.

Nombre comun:  “maiz morado”

Muestra alcanzada a este despacho por RONE YEFER QUEZADA PENA, identificado
con DNI: 44919028, con domicilio legal en Villa Espaia, Calle Semilla Lte. 26.
Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya
determinacion taxonémica servira para la realizaciéon del Proyecto de Tesis: “Efecto en
el tiempo de coagulacién del extracto etandlico a base de las corontas de Zea mays
en Rattus rattus var. Albinus”.

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
hubiera lugar.
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