Efecto in vitro del latex de Ficus insipida sobre la
cascada de la coagulacion sanguinea.

In vitro effect of the latex of Ficus insipida in the blood coagulation cascade.

Fernando Concha-Benavente *

RESUMEN

Es necesario investigar drogas naturales nuevas que aporten principios farmacoldgicos activos para ser utilizadas
como una alternativa terapéutica. Por este motivo nos propusimos estudiar a Ficus insipida, cuyo latex ha sido
usado como antihelmintico durante muchos afios en la amazonia, pero se investigé solo superficialmente su efecto
anticoagulante in vitro. Objetivo: Comprobar el efecto anticoagulante in vitro y determinar la via de la coagulacion
sobre la que acttia el latex de Ficus insipida. Material y métodos: Se obtuvo el latex de Ficus insipida y se
prepararon diferentes concentraciones del mismo. Se obtuvieron muestras de sangre venosa periférica de 5 donantes
voluntarios, anticoagulandolas con citrato de sodio. Luego, éstas se mezclaron con las diluciones del latex, se
centrifugaron y se extrajo el plasma. Posteriormente, se obtuvo un pool de plasma para cada concentracion del latex
y se procedio a determinar el Tiempo de Protrombina (TP) y el Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa),
respectivamente. Resultados: Se encontrd que el latex de Ficus insipida prolongo el TP a una concentracion mayor
oiguala0,03125% (V/V), y ambos, el TP y TTPa a una concentracién mayor o igual a 0,15% (V/V). Conclusiones:
Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que el latex de Ficus insipida posee un efecto anticoagulante in vitro
dosis dependiente sobre la via extrinseca de la coagulacion sanguinea a una concentracion igual o mayora 0,03125%
(V/V) y que a una concentracion igual o mayor a 0,15% (V/V) posee un potente efecto anticoagulante sobre ambas
vias de la coagulacion.(Rev Med Hered 2010;21:146-152).

PALABRAS CLAVE: Factores de la coagulacion sanguinea, tiempo de protrombina, tiempo parcial de tromboplastina,
ficus, agentes anticoagulantes.

SUMMARY

We need to search for new natural drugs yielding pharmacological active principles to be used as an alternative
to conventional therapies. For this reason, we proposed to study Ficus insipida, an amazonian plant that its
latex has been used for years as an Antihelmintic agent but its anticoagulant effect has been only superficially
studied. Objective: To corroborate the in vitro anticoagulant effect and to determine upon which of the
coagulation pathways acts the latex of Ficus insipida. Material and methods: The latex of Ficus insipida
was obtained and prepared at different concentrations. Then, samples of peripheral blood from 5 donors were
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taken using sodium citrate to avoid blood clotting; the samples were mixed with the latex dilutions and centrifuged,
after that, the plasma was extracted to form a plasma pool from each latex concentration. Finally, the Prothrombin
Time (PT) and the Partial Thromboplastin Time (PTT) were determined, respectively. Results: The results
obtained demonstrated that the latex of Ficus insipida delays the PT at concentrations equal or higher than
0.03125% (V/V), and both the PT and PTT at concentrations equal or higher than 0.15% (V/V). Conclusions:
This data allow us to affirm that the latex of Ficus insipida has a dose-dependent in vitro anticoagulant effect
upon the extrinsic coagulation pathway at concentrations equal or higher than 0.03125% (V/V). Additionally,
at concentrations equal or higher than 0.15% (V/V) it has a potent anticoagulant effect over both coagulation

pathways.(Rev Med Hered 2010;21:146-152).

KEY WORDS: Blood coagulation factors, prothrombin time, partial thromboplastin time, ficus, anticoagulant

agents.

INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos farmacos se logra a partir
del estudio sistematico de sustancias quimicas
contenidas en plantas y hierbas. La enorme
biodiversidad de plantas en el Perti nos da la oportunidad
de identificar sus actividades biologicas y aplicarlas en
la terapéutica de las enfermedades de nuestra poblacion.
Ficus insipida, conocida comtinmente con el nombre
de Ojé, cuyo latex ha sido usado hace muchos afios
por habitantes de la Amazonia Peruana como
antihelmintico, es un claro ejemplo de una planta con
efecto terapéutico exitoso (1-5). El latex de Ficus
insipida posee un gran contenido de enzimas
pertenecientes a la familia de las cisteino proteasas,
entre las que destaca la Ficina como principal
componente (4), ésta se encuentra estrechamente
relacionada a otras cisteino proteasas de esta misma
familia como son: Papaina y Bromelaina; ésta ultima
siendo ampliamente conocida por su efecto
antiinflamatorio ¢ inmunomodulador (6-11), e incluso
se le atribuye un efecto anticoagulante in vitro (12,13).
Debido a la similitud entre estas proteinas surge el
interrogante si la Ficina, siendo también una cisteino
proteasa, podria tener alguna interaccion con las
proteinas que participan en la cascada de la coagulacion
sanguinea, clivandolas y asi provocando alguna
modificacion en los parametros de la misma.

La coagulacion sanguinea es un complejo proceso
de reacciones proteoliticas en cadena, denominado la
“cascada de la coagulacion sanguinea” (14,15). Gracias
a experimentacion in Vitro se sabe que esta reaccion
enzimatica en cadena posee dos vias distintas, las
llamadas via intrinseca y extrinseca, cada una con
diferentes proteinas llamadas “factores de la
coagulacion”. Ademas, se han desarrollado pruebas de

laboratorio in vitro especificas para detectar la
deficiencia de alguno de estos factores en cada una de
ellas, conformando un importante avance en el
diagnostico, clasificacion y tratamiento de las
coagulopatias.

Investigaciones anteriores han demostrado un efecto
anticoagulante in vitro en muchas plantas como es el
caso de Ricinus communis (Higuereta) en Cuba (16) y
de Chenopodium pertiolare HBK (Llipcha) (17),
Chenopodium murale L. (Hierba del gallinazo) (18) y
Chenopodium ambrosoides (Paico) (19), en nuestro
pais. Sin embargo, en el Pert no existen investigaciones
publicadas sobre el efecto anticoagulante de Ficus
insipida, excepto la realizada por Tutucayo M. (20);
en dicha investigacion se determind solo el efecto sobre
la formacion del coagulo sanguineo, pero no se dilucido
qué via de la coagulacion era la afectada; por lo tanto,
decidimos iniciar un nuevo trabajo de investigacion
trazandonos como objetivo, ésta vez, comprobar el
efecto anticoagulante in vitro y determinar la via de la
coagulacion sobre la que actua el latex de Ficus insipida.

MATERIALY METODOS

El estudio, por tratarse de una investigacion in vitro,
fue aprobado como un trabajo de riesgo minimo por el
comité de ética asesor de la secretaria académica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa y fue realizado en el laboratorio
de Microbiologia e Inmunologia de esa universidad. El
latex de Ficus insipida fue obtenido en los jardines
botanicos del Instituto Nacional de Investigacion Agraria
en Pucallpa. La variedad de la planta fue certificada por
el Ing. Agronomo Roberto Del Aguila Lomas,
representante del Ministerio de Agricultura de dicha
ciudad.
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Se extrajo el latex del tallo del arbol mediante
incisiones en la corteza del arbol con bisturi y se coloco
en un contenedor estéril sin aditivos y fue conservado
hermético y refrigerado por 24 horas, para su posterior
utilizacion. Las muestras de sangre venosa periférica
fueron extraidas de sujetos voluntarios previo
consentimiento informado, clinicamente sanos y sin
tratamiento farmacolégico alguno. Cinco donantes
voluntarios cumplieron los criterios de inclusion y sus
respectivas muestras se utilizaron en la investigacion.

Se prepararon diferentes diluciones del latex en suero
fisiologico a 37°C como se muestra en la tabla N°1, del
tubo 1 al 4 y del tubo A al G, se midieron los volimenes
directamente con micropipeta, a partir de la
concentracion de latex del tubo 5 se hicieron diluciones
sucesivas al medio para obtener los volumenes y
concentraciones que se muestran en los tubos 5 al 11.
A continuacion se extrajeron las muestras de sangre
venosa periférica segin técnica estandar, utilizando para
la anticoagulacion tubos de 4,5 ml. (Vacutainer®)

conteniendo 0,5 ml. de Citrato de Sodio al 3,2%, de
éstos se extrajo 3 ml. de sangre para agregarlos al tubo
N°l y 2,9 ml. al resto de los tubos, luego se
centrifugaron para separar los elementos formes y el
plasma, repitiéndose este procedimiento para todas las
muestras de sangre venosa obtenidas. Seguidamente,
se mezclo el plasma de tubos andlogos (tubos con
concentraciones similares del latex pero con muestras
de sangre de los 5 diferentes donantes) obteniendo asi
un pool de plasma para cada concentracion del latex.
Acto seguido, se realizaron las mediciones del tiempo
de protrombina (TP) y el tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPa), haciendo 3 repeticiones para
cada tubo en las diferentes concentraciones del latex.
Se siguieron estrictamente las instrucciones del
protocolo provisto por el fabricante.

Para la determinacion del TP se utilizo el Kit de
reactivos Neoplastine® Ci Plus 2 de Lote N° 043381
(Diagnostica Stago, NJ, USA) y se procedio de la
siguiente manera: Se incubo el reactivo (tromboplastina

Tabla 1. Diluciones del latex en suero fisioldgico a 37°C.

Tubo Sangre Suero Latex Concentracion  (TP) Promedio Tiempo de

N° (ul) fisiol6gico Ficus (Latex / (seg) Tromboplastina

(uh) insipida Volumen total Parcial activada

(u) de sangre) (TTPa) Promedio
(seg)
1* 3,0 — e 0% 15,17 42,94
2% 29 1100 J— 0% 15,17 44,07
3 29 — 100 3,3% >24h >24h
4 29 40 60 2% >24h >24h
5 29 70 30 1% >24h >24h
6 29 85 15 0,5% >24h >24h
7 29 92,5 7.5 0,25% >24h >24h
A 29 93,0 7,0 0,23% >24h >24h
B 29 93,5 6,5 0,216% >24h >24h
C 29 94,0 6,0 0,2% >24h >24h
D 29 94,5 55 0,183% >24h >24h
E 29 95,0 5,0 0,166% >24h >24h
F 29 95,5 4,5 0,15% >24h >24h
G 29 96,0 4,0 0,133% 90,00 43,94
8 29 96,25 3,75 0,125% 33,17 44,67
9 29 98,125 1,875 0,0625% 20,43 44,00
10 29 99,0625 0,9375 0,03125% 18,47 42,94
11 29 99,53125 0,46875 0,015625% 15,50 42,94

* Tubo Control (sin la adicion de Latex ni suero fisioldgico).
** Tubo Blanco del TP y TTPa para las diluciones del latex.
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reconstituida) a 37°C, luego se agregd 100 pl. del plasma
de interés a un tubo de vidrio precalentado, se incub6 a
37°C durante 2 minutos y luego activando un
cronometro, se agregd 200 pl. del reactivo
reconstituido; se mezcld por 3 segundos y se midi6 el
tiempo de formacion del coagulo. Para la determinacion
del TTPa se utilizo el Kit de reactivos C. K. Prest® 2
de Lote N° 042333 (Diagonostica Stago, NJ, USA); se
agreg6 100 pl. del plasma de interés en un tubo de
vidrio precalentado a 37°C, luego se afiadié 100 pl. del
reactivo reconstituido (cefalina mas buffer de caolin),
se procedié a mezclar por 2 segundos y se incubo esta
mezcla por 3 minutos. Luego, activando un crondmetro,
se afiadio 100 pl. de una solucion de CaCl, 0,025 M, se
mezcld por 3 segundos agitando el tubo y se determind
el tiempo de la formacion del coagulo.

De acuerdo a los resultados obtenidos con las
diferentes concentraciones en los tubos 3 a 11 (Tabla
1), se decidi6 realizar nuevas diluciones del latex entre
las concentraciones de 0,25% y 0,125% (tubos A al
Q), con el objetivo de determinar con mayor precision
hasta qué concentracion del latex era cuantificable la
prolongacion del TP y del TTPa. El procedimiento para
determinar los tiempos fue idéntico al utilizado para los
tubos anteriores.

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 la
prueba de ANOVA y una prueba de especificidad de
Tukey. Asi mismo, se realizd regresion lineal simple
para determinar la relacidon entre las diferentes
concentraciones del latex y su respectivo efecto
anticoagulante sobre el TP y TTPa. Para el

procesamiento de los datos se utiliz6 el programa
estadistico SPSS v.18.

RESULTADOS

Se hicieron 10 determinaciones del TP y TTPa con
el pool de plasma del tubo 1 y segun estos resultados
se tomd como rango normal del TP 14,5 = 0,71
segundos y del TTPa 43,1+ 0,73 segundos. Como se
observa en la tabla 1 en el tubo 1 (tubo control), el TP
promedio fue de 15,17 segundos, y el TTPa promedio
fue de 42,94 segundos. El tubo 2 fue el blanco para las
diferentes diluciones del latex ya que en este tubo se
mezclo la sangre con 100 pl. de suero fisiologico, siendo
el maximo volumen de suero adicionado sin tener la
sustancia problema, el TP fue de 15,17 segundos,
similar al TP control (Tabla 2). En cambio el TTPa fue
de 44,07 segundos, mayor que el TTPa control (Tabla
3).

El analisis de varianza para el TP (Tabla 2), mostrd
que no habia diferencia estadistica significativa entre
los valores de TP obtenidos en los tubos 1, 2 y 11,
indicando que el suero fisiologico y el latex a una
concentracioén de 0,015625% no tenian efecto
inhibitorio sobre el TP. En cambio, se encontrd
diferencia significativa en el TP de los tubos 10,9, 8 y
G (p<0,01). Ademas, se encontro una relacion positiva
entre la concentracion del latex y el TP(r=0,7869;
p<0,05) (Grafico 1).

No se encontro diferencia estadistica significativa
entre los valores de TTPa del tubo control y aquellos

Tabla 2. Andlisis de Varianza y Prueba de Tukey para el efecto de las
concentraciones del latex de Ficus insipida sobre el TP.

Tubo N° Concentracion Tiempo de Significancia (Tukey)
(L&tex /Volumen Protrombina
total de sangre) (TP) Promedio
(seg)
1* 0% 15,17 a
2% 0% 15,17 a
11 0,015625% 15,50 a
10 0,03125% 18,47 b
9 0,0625% 20,43 c
8 0,125% 33,17 d
G 0,133% 90,00 e
CV=1,88% F=7177,52 p<0,01

*Tubo Control (sin la adicion de Latex ni suero fisiologico). ** Tubo Blanco del TP y TTPa para
las diluciones del latex (solo suero fisiologico). CV: Coeficiente de variacion. F: Factor de varianza.
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Tabla 3. Analisis de Varianza y Prueba de Tukey para el efecto de las
concentraciones del latex de Ficus insipida sobre el TTPa.

Tubo N° Concentracion (Latex/ Tiempo de Significancia
Volumen total de Tromboplastina (T TPa) (Tukey)
sangre) Promedio (seg)
1* 0% 42,94 A
10 0,03125% 42,94 a
11 0,015625% 42,94 a
G 0,133% 43,94
9 0,0625% 44,00 be
2%* 0% 44,07 be
8 0,125% 44,67 c
CV=0,55% F=25,81 p<0,01

* Tubo Control (sin la adicion de Latex ni suero fisiologico). ** Tubo Blanco del TP y TTPa para las
diluciones del latex (solo suero fisiologico). CV: Coeficiente de variacion. F: Factor de varianza. p<0,01

Gréfico 1. Relacion entre el Tiempo de Protrombina y la concentracion del latex de Ficus insipida.
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con concentracion de latex de 0,015625% y 0,03125%
(tubos 11 y 10) (Tabla 3). Finalmente, a
concentraciones de latex mayores a 0,15% el TP y
TTPa fueron mayores de 24 horas (tubos 3 al F).

DISCUSION

De acuerdo a los resultados, podemos afirmar que
el latex de Ficus insipida ejerce efecto inhibitorio sobre
la via extrinseca de la coagulacion sanguinea de manera
dosis dependiente desde concentraciones muy
pequefias; contrariamente, dicho efecto no ocurre en
la misma magnitud sobre la via intrinseca. Sabemos
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que el Tiempo de Protrombina es una prueba de
laboratorio para evaluar los factores I, V, VII y X,
componentes de la via extrinseca de la coagulacion
(21), por lo tanto el latex inhibiria dichos factores. El
efecto inhibitorio cuantificable sobre esta via, se produce
hasta una concentracion de 0,133%, ya que una
concentracion de 0,15%, es decir, con 0,5 pl. mas del
latex, prolonga ambos: el TP y el TTPa por un tiempo
indefinido mayor de 24 horas; lo cual traduce la
inhibicion intensa de los factores de ambas vias de la
coagulacion sanguinea.

Este efecto se explicarfa de la siguiente manera: hasta
una concentracién de 0,133%, los componentes
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enzimaticos: cisteino proteasas, presentes en el latex
de Ficus insipida provocarian el clivaje de los factores
de la coagulacion de la via extrinseca, inactivandolos
de una manera directamente proporcional a la
concentracion del latex; no actuando de la misma forma
con los factores de la via intrinseca de la coagulacion,
pues la poca variabilidad del TTPa nos indica que los
factores de dicha via no fueron afectados de la misma
forma. Pero a una concentracion de 0,15% la cantidad
de cisteino proteasas presentes en el latex seria tal que
sobrepasaria un umbral de actividad proteolitica y
clivarian a los factores de ambas vias en su totalidad,
impidiendo asi la formacion del coagulo de fibrina,
efecto que se tradujo en la prolongacion del TP y TTPa
por mas de 24 horas. Podemos afiadir que el Coeficiente
de Variacion (CV<30%) 1,88% y 0,55% para TP y
TTPa respectivamente (Tablas 2 y 3), nos indica que
la variabilidad originada en el ensayo es propia del efecto
de las concentraciones del latex y no es debido a
errores en la heterogeneidad de la muestra o errores en
la técnica de medicion.

El latex de Ficus insipida fue estudiado
anteriormente por numerosos investigadores
lograndose determinar una exitosa actividad
antihelmintica. Se ha reportado efectos toxicos tras su
administracion oral, tales como nauseas, vomitos,
diarrea, calambres y edema cerebral entre otros; pero
todos ellos fueron ocasionados tras ingerirlo en
sobredosis mayores a 1,5 cm®/kg de peso; sin embargo,
no se ha reportado un efecto anticoagulante tras su
administracion oral en las dosis recomendadas (22).

Muchos investigadores han estudiado el contenido
enzimatico de este latex, el cual recibio el nombre de
Ficina (3,23-25). Esta pertenece a la superfamilia de
cisteino proteasas, compartiendo propiedades fisico-
quimicas similares con la Bromelaina. Se ha reportado
que la Bromelaina tiene un efecto anticoagulante
producido por la reduccion del factor X y factor II
(protrombina) ambos componentes de la via final
comun de la coagulacion sanguinea, también provoca
una reduccion dosis dependiente del quinindgeno de
alto peso molecular y pre-calicreina, los cuales
participan como aceleradores del inicio de la via
intrinseca de la coagulacion (26). La Bromelaina en
concentraciones altas prolonga marcadamente el TP y
TTPa, y su efecto fibrinolitico se debe a que estimula
la conversion del plasmindgeno en plasmina (26).
Debido al alto contenido de Ficina en el latex de Ficus
insipida y que ésta posee propiedades similares con la
Bromelaina, podriamos inferir que esta enzima seria la
responsable del efecto anticoagulante in vitro.

Es dificil encontrar estudios que demuestren el
efecto anticoagulante in vitro de latices derivados de
plantas o arboles en el Peri. A nivel internacional,
aunque la metodologia no sea comparable ya que se
usa el extracto alcoholico de las hojas de Ricinus
communis, podemos mencionar el trabajo realizado en
Cuba por Apechea M. et al (16) donde se demuestra
que el mencionado extracto, prolongé el TP y TTPa.
Con el mismo tenor, en nuestro medio se ha estudiado
el extracto acuoso de hojas de Chenopodium pertiolare
HBK (17), Chenopodium murale L. (18) y Chenopodium
ambrosoides (19) demostrando un efecto anticoagulante
in vitro segun el método Lee White. El tnico estudio
reportado donde se usé el latex de Ficus insipida
(sinénimos F. glabrata, F. antihelmintica) fue realizado
por Tutucayo M, donde demuestra su efecto inhibitorio
in vitro sobre la formacion del coagulo sanguineo (20),
pero no se investigd qué via de la coagulacion era la
afectada. Los resultados obtenidos en nuestra
investigacion nos permiten afirmar que el latex de Ficus
insipida posee principios activos para inhibir in vitro la
via extrinseca de la coagulacién sanguinea a una
concentracion igual o mayor a 0,03125% y que posee
un potente efecto anticoagulante in Vvitro sobre ambas
vias de la coagulacion sanguinea a una concentracion
igual o mayor a 0,15%.

Finalmente, consideramos muy importante continuar
investigando el latex de esta especie para determinar si
su contenido de cisteino proteasas podria lisar también
los enlaces peptidicos del polimero de fibrina una vez
formado. También, realizar determinaciones especificas
para determinar que factor en particular es el que inhibe
dentro de las vias extrinseca e intrinseca.
Adicionalmente, para afirmar categoricamente que el
compuesto responsable de la anticoagulacion es la
Ficina, debemos aislar este complejo proteico del latex
y realizar determinaciones in vitro sobre la coagulacion
sanguinea nuevamente. Asi mismo, es necesario
elaborar estudios in vivo en modelos animales para
determinar su efecto tras la administracion oral o
parenteral y asi establecer si este podria ser usado en la
terapia farmacologica anticoagulante o fibrinolitica en
el futuro.
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