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RESUMEN 

En este estudio se evaluó el efecto antiagregante plaquetario y 

posibles mecanismos de acción de una fracción procedente del 

extracto etanólico de la corteza de Nectandra amazonum Nees. 

[N.V. “laurel amarillo”, Lauraceae] aplicando la metodología 

espectrofotométrica de Born en plaquetas humanas. El efecto se 

identificó probando la fracción (0,1 mg/mL) frente a los agonistas 

de la agregación plaquetaria: adenosindifosfato (ADP 2 µM), 

epinefrina (EPI 2 µM), colágeno (COL 1 µg/mL) y ácido 

araquidónico (AA 0,2 mg/mL), utilizando ácido acetil salicílico 

(ASA 0,5 mM) como patrón de referencia y el vehículo, DMSO 

(0,1%) como control. Adicionalmente, se efectuaron curvas 

concentración – respuesta de la fracción (desde 1 µg/mL hasta 0,6 

mg/mL) para determinar su concentración inhibitoria 50 (CI50) y, 

consecuentemente, su potencia antiagregante (pCI50: -log [CI50]). 

Los resultados mostraron que mientras las plaquetas expuestas 

al vehículo generan notorios porcentajes de agregación 

plaquetaria en presencia de todos estos inductores (AA 96%, EPI 

89%, COL 85%, ADP 77%). la fracción de N. amazonum los 

reduce significativamente (AA 6%, EPI 45%, COL 10%, ADP 

21%), con valores próximos a los obtenidos con ASA (AA 17%, 

EPI 21%, COL 10%, ADP 20%). Al examinar las curvas 

concentración – respuesta, se observa que la potencia 

antiagregante de la fracción de N. amazonum frente a estos 

agonistas arroja valores de pIC50: AA 4,90 > ADP 4,51 > COL 4,33 

> EPI 3,85.  Estos resultados sugieren que la corteza de N. 

amazonum posee metabolitos con efectos antiagregantes 

plaquetarios cuyos mecanismos de acción estarían vinculados 

principalmente con la inhibición de ácido araquidónico. 

Palabras Clave - Nectandra amazonum, Inhibidores de agregación 

plaquetaria, ADP, Colágeno, Epinefrina, Ácido araquidónico. 

 

I. INTRODUCCIÓN 

as enfermedades cardiovasculares (EC) tienen un impacto 

en salud pública tal que constituyen la primera causa de 

mortalidad en el mundo. Según la Organización Mundial de la 

Salud en el año 2012 murieron, producto de estas enfermedades, 
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17,5 millones de personas (30% de la mortalidad total), de las 

cuales 7,4 millones se debieron a enfermedad coronaria (EC) y 

6,7 millones a accidente cerebrovascular (ACV). Para el mismo 

año en Colombia se reportaron más de 50 mil muertes por 

enfermedades cardiovasculares de un total de 202.000 [1, 2, 3]. 

La EC es la primera causa de morbimortalidad, no solo en países 

altamente industrializados sino en países en vía de desarrollo y 

la progresión de este trastorno hacia complicaciones tales como 

angina inestable (AI), infarto del miocardio (IM) y muerte 

súbita, guarda una estrecha relación con el fenómeno de 

agregación plaquetaria [4, 5]. 

Pese a que cambios comportamentales como dejar de fumar, 

incrementar la actividad física y una dieta saludable, entre otros, 

constituyen un aspecto fundamental en la reducción del riesgo 

cardiovascular (prevención primaria), el ataque farmacológico 

a la formación de trombos sobre la placa ateromatosa es un 

objetivo central en la terapéutica cardiovascular (prevención 

secundaria), habida cuenta de la disminución en la 

morbimortalidad por enfermedad coronaria gracias al uso de 

fármacos antiagregantes plaquetarios, entre ellos y 

particularmente, el ácido acetil salicílico (ASA) [6, 7]. Fuentes 

de origen natural podrían proporcionar agentes antiagregantes 

novedosos que contribuyan en el manejo de estos trastornos, tal 

y como ocurrió en su momento precisamente con el ácido acetil 

salicílico. 

Metabolitos aislados de las hojas de Nectandra amazonum 

Nees. (“laurel amarillo”), especie de la familia Lauraceae, han 

mostrado actividad antiagregante en el modelo ex vivo de 

plaquetas de conejo sin que hasta la fecha se haya estudiado el 

efecto de la corteza en plaquetas humanas [8]. En este trabajo 

se describen los efectos antiagregantes en plaquetas humanas de 

una fracción obtenida de la corteza de N. amazonum frente a 

agonistas centrales de la agregación plaquetaria: 

adenosindifosfato (ADP), epinefrina (EPI), colágeno (COL) y 

ácido araquidónico (AA). 

 

II. MATERIALES Y MÉTODOS 
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A. Extracción y fraccionamiento 

El material vegetal fresco de la corteza de N. amazonum se 

recolectó en proximidades de la estación biológica El Zafire de 

la Universidad Nacional de Colombia, Sede Amazonía (S 4° 3' 

7"; O 69° 59' 54", Ingeniera Adriana Aguilar), Un ejemplar 

fresco se envió para su clasificación botánica al Herbario 

Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales, 

UNCSB, dónde se le asignó el código COL 518189 (Botánico 

Adolfo Jara Muñoz). El material, una vez seco y molido, se 

sometió a extracción por percolación con etanol al 96% a 

temperatura ambiente, y posteriormente se fraccionó por 

cromatografía en columna con la mezcla tolueno - acetato de 

isopropilo en proporción 7:3. 

B. Protocolo Experimental 

Para estudiar el efecto antiagregante de la fracción de N. 

amazonum, se empleó la técnica descrita por Born [9], que 

utiliza un fotómetro modificado (agregómetro) en el que se 

registran cambios en la transmisión de luz ocurridos en plasma 

rico en plaquetas (PRP) tras la estimulación con un inductor de 

la agregación plaquetaria. Para ello, se obtuvo sangre (18 mL) 

de voluntarios sanos de entre 18 y 45 años que no hubieran 

recibido ningún tipo de medicamento durante las dos últimas 

semanas [10] y previo consentimiento informado. La sangre se 

recogió en tubos al vacío de citrato sódico al 3,2% en una 

proporción de 9/1 [11]. Las muestras se procesaron para obtener 

PRP por centrifugación durante 10 minutos a 1.500 rpm, y 

plasma pobre en plaquetas (PPP) por una centrifugación 

adicional durante 10 minutos a 3.500 rpm. El PPP se empleó 

para calibrar el equipo a 100% de transmitancia y 0% de 

absorbancia, manteniendo la temperatura en 37°C [12].  

C. Primera Fase 

Con el fin de identificar el efecto antiagregante, a 220 µL de 

PRP se le adicionaron cinco µL de la fracción de N. amazonum, 

de ASA (0,55 mM) o de DMSO (0,01%) permitiendo una 

incubación de 30 minutos, tras lo cual se adicionaron 25 µL del 

agonista. De tal manera, la concentración obtenida con la 

fracción fue de 0,1 mg/mL, la de ASA, 0,55 mM la de DMSO, 

0,01% y la de los agonistas: ADP 2 µM, EPI 1 µM, COL 1 

µg/mL y AA 0,2 mg/mL.  

D. Segunda Fase 

Con el fin de determinar la potencia antiagregante de la 

fracción, se efectuó el procedimiento anterior utilizando 

concentraciones sucesivas de la fracción, de 1, 3, 6, 10, 30, 60, 

100, 300 y 600 µg/mL para obtener la CI50 de la fracción frente 

a cada uno de los agonistas ensayados y su respectivo valor de 

potencia, pCI50 (-log CI50).  

El Comité de Ética de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá en Acta 02 del 

10 de marzo de 2014 aprobó este trabajo como una 

investigación con riesgo mínimo (Literal b, Artículo 11, 

Resolución No. 008430 de 1993 – Ministerio de Salud, 

República de Colombia). 

E. Expresión y Análisis Estadístico de los Resultados 

Los resultados se expresaron como el promedio de los datos ± 

el error estándar de la media (e.s.m.), con un tamaño de muestra 

por cada grupo igual o mayor a ocho. El valor de agregación 

máxima (100%) se obtuvo del valor de transmitancia generado 

al adicionar únicamente el agonista respectivo al PRP. A partir 

de este valor se obtuvieron los respectivos porcentajes de 

agregación plaquetaria en presencia de las diferentes 

concentraciones de la fracción, el patrón y el control.  

La CI50, con sus respectivos intervalos de confianza, se obtuvo 

del análisis de regresión semilogarítmica de las concentraciones 

de la fracción versus el porcentaje de inhibición de la 

agregación plaquetaria. Para identificar diferencias 

significativas entre los tratamientos empleados se aplicó la 

prueba no paramétrica de Kruskall Wallis seguida de la prueba 

de comparaciones múltiples de Dunn, habiendo previamente 

examinado los supuestos paramétricos de distribución normal y 

homogeneidad de varianzas (pruebas de D'Agostino y Barlett) 

y asumiendo un nivel de significancia de 95% (p<0,05). Para el 

análisis de los datos se utilizó el paquete estadístico GraphPad 

PRISM ® versión 5.01. A partir de los datos de CI50 se 

obtuvieron los valores de potencia antiagregante, expresados 

como pCI50 (-log CI50). 

 
III. RESULTADOS 

La fracción de N. amazonum redujo significativamente la 

agregación plaquetaria inducida por los cuatro agonistas 

ensayados, arrojando valores de: AA 6%, EPI 45%, COL 10% 

y ADP 21%. El grupo control (vehículo DMSO 0,01%) alcanzó 

altos valores de agregación: AA 96%, EPI 89%, COL 85%, 

ADP 77%, mientras que el agente de referencia utilizado, ASA, 

también redujo notoriamente la agregación plaquetaria: AA 

17%, EPI 21%, COL 10%, ADP 20 (Fig. 1). Al examinar las 

curvas concentración – respuesta, las CI50 y los valores de pIC50, 

se observó que la potencia antiagregante de la fracción de N. 

amazonum frente a estos agonistas se estableció en el siguiente 

orden: AA 4,90 > ADP 4,51 > COL 4,33 > EPI 3,85.  (Tabla 1, 

Fig. 2). 



 
Fig. 1. Porcentaje de agregación plaquetaria inducido por la fracción de N. amazonum (FcNA, 0,1mg/mL), ácido acetil salicílico 

(ASA 0,5 mM) y DMSO (control, 0,01%) en presencia de epinefrina (EPI 1 µM), colágeno (COLL 1 µg/mL), adenosin-difosfato 

(ADP 2 µM) y ácido araquidónico (AA (0,2 mg/mL). Cada barra representa el promedio ± e.s.m., de n>8. *p<0,05, **p <0,01, 

***p<0,001 respecto al control. 

Tabla 1. Concentración inhibitoria 50 y logaritmo negativo de la CI50 (pCI50) generado por la fracción de N. amazonum (FcNA) 

en presencia de epinefrina (EPI 1 µM), colágeno (COLL 1 µg/mL), adenosin-difosfato (ADP 2 µM) y ácido araquidónico (AA 0,2 

mg/mL). 

Agonista pCI50 [Intervalo de confianza (95%)] CI50 [Intervalo de confianza (95%)] (µg/mL) 

EPI (1 µM) 3,85 [3,77 - 3,93] 14,2 [11,8 – 17,1] 

COLL (1 µg/mL) 4,33 [4,29 - 4,36] 47,0 [43,5 – 50,8] 

ADP (2 µM) 4,51 [4,43 - 4,58] 31,2 [26,1 – 37,4] 

AA (0,2 mg/mL) 4,90 [4,85 - 4,95] 12,6 [11,3 – 14,1] 

 

IV. DISCUSIÓN 

Estos resultados muestran que la fracción de corteza de N. 

amazonum posee efectos antiagregantes plaquetarios frente a 

los inductores de la agregación EPI, COLL, ADP y AA lo que 

sugiere un amplio espectro de actividad antiplaquetaria. No 

obstante, dado el diferente perfil arrojado por los valores de 

potencia antiagregante los datos apuntan a que los metabolitos 

activos de esta especie se dirigen especialmente a inhibir los 

mecanismos vinculados con la agregación inducida por ácido 

araquidónico. Esto permite plantear que tales metabolitos 

bloquearían eventualmente los receptores plaquetarios de 

tromboxano A2 (TXA2), mediador del que AA es precursor; o 

bien que, de modo similar a como ocurre con el ácido acetil 

salicílico, tales metabolitos estarían inhibiendo la síntesis 

misma del AA [13, 14]. Estudios posteriores tendrán que 

despejar este interrogante. En todo caso, mecanismos 

inhibitorios de la vía de agregación del ácido araquidónico 

tendrían repercusión en clínica si se tiene en cuenta que a través 

de la inhibición de esta vía metabólica, el efecto antiagregante 

del ácido acetilsalicílico se ha traducido en la disminución de la 

morbimortalidad de fenómenos aterotrombóticos como el 

infarto de miocardio y el accidente cerebrovascular. Este es un 

elemento adicional que da soporte para estudios posteriores 

tendientes a identificar los metabolitos de N. amazonum 

responsables de la actividad farmacológica y su mecanismo de 

acción. 

Por otro lado, cabe considerar que, si bien la potencia 

antiagregante de esta fracción es discreta, el fraccionamiento 

fitoquímico bioguiado de esta fracción puede conducir 

eventualmente al aislamiento de principios activos más 

potentes. No obstante, una marcada potencia antigregante 

podría estar ligada a eventos hemorrágicos asociados a una 



notoria inhibición de la actividad plaquetaria por lo que, 

tampoco es deseable una marcada inhibición plaquetaria. 

Además, mecanismos adicionales de inhibición plaquetaria, 

tales como los ligados a la vía de la adhesión plaquetaria 

mediada por ADP tendrían también que considerarse [15, 16, 

17, 18].

 

 
Fig. 2. Porcentaje de inhibición de la agregación de plaquetas humanas inducidos por la fracción de N. amazonum en función de 

la dosis (FcNA 1 – 600 µg/mL) en presencia de epinefrina (EPI: 1 µM), colágeno (COLL: 1 µg/mL), adenosin-difosfato 

(ADP  2 µM) y ácido araquidónico (AA  0,2 mg/mL). Cada punto representa el promedio ± e.s.m., n=8. 

Análisis fitoquímicos previos de extractos de hojas, madera y 

corteza de N. amazonum muestran la presencia de taninos, 

esteroides, triterpenoides, cumarinas, flavonoides, lactonas 

terpénicas y neolignanos, algunos de ellos con efectos 

antiagregantes desde el orden nanomolar, comparables a los 

descritos en la literatura para el ácido acetilsalicílico, lo que 

permiten augurar un potencial antiagregante promisorio para 

estos compuestos [8, 19, 20]. 

Los resultados obtenidos en este estudio permiten plantear que 

la corteza de N. amazonum posee también metabolitos activos 

con actividad antiagregante plaquetaria por lo que es necesario 

avanzar en la el aislamiento e identificación de los metabolitos 

responsables de la actividad y determinar su mecanismo de 

acción para establecer su perfil como fuente natural potencial 

de nuevos agentes antiplaquetarios. 

V. CONCLUSIONES 

La fracción de corteza de N, amazonum ejerce efectos 

antiagregantes en plaquetas humanas a través de mecanismos 

especialmente vinculados a acciones inhibitorias sobre la vía del 

ácido araquidónico. Se requieren estudios adicionales para 

identificar sus metabolitos activos y precisar su mecanismo de 

acción. 
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