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Resumen

La trombosis es una de las principales causa de mortalidad a nivel mundial. En
las ultimas décadas, la investigacion cientifica se ha enfocado en desarrollar
anticoagulantes orales con menor riesgo de hemorragias, dosis mas amplias y menores
interacciones farmaco-alimento. Por lo tanto, considerando que otras especies del
género Allium han mostrado alargamiento en los tipos de coagulacion in vitro e in vivo,
en este estudio se exploro el potencial anticoagulante de una subespecie de ajo Snow
mountain, el cual es utilizado habitualmente en México para prevenir enfermedades
cardiovasculares.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Enfermeria
y Nutricion de la UASLP (registro CEIFE-2021-345). Se evaluo el efecto anticoagulante
in vitro del extracto acuoso liofilizado (LE) en plasma humano de 50 voluntarios.
Asimismo, se observo la estabilidad del LE a temperatura ambiente por 30 dias, en
calentamiento (100°C) por 10 minutos, en refrigeracion (4°C) y congelacion (-20°C)
hasta por 3 afios. Por otro lado, en el modelo animal se analizaron tiempos de sangrado
en 24 ratas macho Wistar durante 90 dias, administrando dosis de 250, 500, 1000 y
2000 mg/kg/dia, ademas de un control negativo de 1 mL con agua destilada y un control
positivo con acido acetilsalicilico de 100 mg/kg. De igual manera, se evalué la toxicidad
cronica mediante analisis histopatolégicos de eséfago, estbmago, duodeno, higado y
rindn. Finalmente, se identificaron metabolitos secundarios con Cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas de tiempo de vuelo con cuadrupolo (GC-
QToF-MS) y Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas de tiempo de vuelo con cuadrupolo (HPLC-QToF-MS).

El LE presentd una dosis efectiva 50 (DESO0) in vitro de 19.57 + 3.76 mg/100 L
para tiempo de protrombina y 17.71 + 2.38 mg/100 uL para tromboplastina parcial
activada. En el modelo animal, la DE50 fue de 366 £ 2.43 mg/kg. No se observaron
alteraciones histologicas con dosis <500 mg/kg/dia. EI LE se mantuvo estable a
temperatura ambiente por 10 dias y en refrigeracion (4°C) y en congelacién (-20°C)
hasta por 3 afos. De igual manera, se identificaron isoflavonas, compuestos
organosulfurados, polifenoles y un glucésido esteroideo en el LE. Los resultados
respaldan la seguridad y eficacia del LE para continuar su estudio hasta el desarrollo
de terapias alternas al tratamiento de la trombosis.

Palabras clave: Trombosis, ajo Snow mountain, anticoagulante, metabolitos

secundarios.

Xii



Abstract

Thrombosis is a leading cause of death worldwide. In recent decades, scientific
research has focused on developing oral anticoagulants with a lower risk of bleeding,
wider dosage ranges, and fewer drug-food interactions. Therefore, considering that
other species of the genus Allium have shown prolongation of coagulation types in vitro
and in vivo, this study explored the anticoagulant potential of a subspecies of Snow
Mountain garlic, commonly used in Mexico to prevent cardiovascular disease.

The protocol was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Nursing
and Nutrition at the UASLP (registration CEIFE-2021-345). The in vitro anticoagulant
effect of the lyophilized aqueous extract (LE) was evaluated in human plasma from 50
volunteers. The stability of the LE was observed at room temperature for 30 days, under
heating (100°C) for 10 minutes, and under refrigeration (4°C) and freezing (-20°C) for
up to 3 years. On the other hand, in the animal model, bleeding times were analyzed in
24 male Wistar rats over 90 days, administering doses of 250, 500, 1000, and 2000
mg/kg/day, in addition to a negative control of 1 mL with distilled water and a positive
control with acetylsalicylic acid (100 mg/kg). Similarly, chronic toxicity was evaluated
through histopathological analysis of the esophagus, stomach, duodenum, liver, and
kidney. Finally, secondary metabolites were identified using gas chromatography
coupled to quadrupole time-of-fight mass spectrometry (GC-QToF-MS) and high-
performance liquid chromatography coupled to quadrupole time-of-flight mass
spectrometry (HPLC-QToF-MS).

LE showed an in vitro effective dose 50 (ED50) of 19.57 + 3.76 mg/100 pL for
prothrombin time and 17.71 + 2.38 mg/100 pL for activated partial thromboplastin time.
In the animal model, the ED50 was 366 + 2.43 mg/kg. No histological alterations were
observed with doses <500 mg/kg/day. The LE remained stable at room temperature for
10 days, and under refrigeration (4°C) and freezing (-20°C) conditions for up to 3 years.
Isoflavones, organosulfur compounds, polyphenols, and a steroidal glycoside were also
identified in LE. These results support the safety and efficacy of LE, warranting further

study for the development of alternative therapies for thrombosis treatment.

Keywords: Thrombosis, Snow mountain garlic, anticoagulant, secondary metabolites.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud publica en
México y el mundo (INEGI, 2026; OMS, 2022). En el afio 2022, se detectaron 19.8
millones de fallecimientos por este padecimiento a nivel mundial. (OMS, 2022)

Dentro de los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a estas enfermedades,
se encuentra la trombosis, la cual se ha reportado que ocasiona 1 de cada 4
muertes en el mundo (CENETEC, 2018). Asimismo, la SANOFI (2020) realiz6
estimaciones con datos mundiales y concluyd que en México podria haber entre
400 y 500 mil casos de trombosis por afo, lo que la convierte en la principal causa
de muerte en nuestro pais.

El tratamiento de la trombosis consiste en utilizar antagonistas de la vitamina K
(AVK) y acido acetil salicilico como primera linea de accién, sin embargo, su uso ha
mostrado altas tasas de hemorragia, resistencia al tratamiento, presentan
interacciones medicamentosas y es necesario ajustar la dosis (Ortel et al., 2020;
Amin, 2016; Undas et al., 2007; Fredenburg & Weitz, 2021; Koupenova et al., 2017;
Patel et al., 2011; Wigle et al., 2019). Ante esto, en 2015 cuatro nuevos farmacos se
aceptaron como alternativas a los AVK, el dabigabran, apixaban, endoxaban y
rivaroxaban, éstos actuan en diferentes puntos de la cascada de coagulacién, sin
embargo, evidenciaron sangrado gastrico y no fueron bien aceptados por el personal
médico que preferia seguir utilizando warfarina (Molina-Castario et al., 2020). En la
actualidad, se encuentran en ensayos clinicos de fase 3, los anticuerpos
monoclonales: osocimab y abelacimab y los farmacos milvexian y asundexian pero,
han evidenciado altas tasas de hemorragias (Laurie et al., 2026; Sammut et al.,
2024).

Lo anterior indica que la busqueda de principios activos anticoagulantes con
mayor seguridad en su uso sigue en desarrollo. Por lo tanto, en este trabajo se ha
planteado la busqueda de nuevos compuestos anticoagulantes y en los ultimos afios
diversas investigaciones han demostrado que algunas especies de Allium como A.
cepay A. sativum L de diferentes extractos acuosos, etandlicos, metandlicos, polvos

Por otro lado, una subespecie de Allium denominada ajo Snow mountain (Allium

Ampeloprasum L) ha mostrado interés por los investigadores de esta linea, debido a
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que ha evidenciado efecto fungicida en especies de candida, asi como antiartritico y
antiinflamatorio (Kaur et al., 2022; Kaur et al., 2023). Esta subespecie, la cual crece
a una gran altitud (6,000 metros sobre el nivel del mar) y bajas temperaturas (-10°C),
se le han atribuido propiedades medicinales y el contenido de organosulfurados de
este ajo puede aumentar hasta 7 veces en comparacion con Allium Sativum L
(Mahajan, 2016; Mehra et al., 2019).

De igual manera, algunas investigaciones indican que esta subespecie de
ajo inhibe algunas especies de candida y posee efecto analgésico (Guevara-
Ramirez et al., 2022; Rivera-Roldan et al., 2021; Vértiz-Hernandez et al., 2022).

Bajo este contexto, en este trabajo se evaluo el efecto anticoagulante in vitro e in
vivo del extracto acuoso y liofilizado del ajo Snow mountain, su toxicidad cronica y la
identificacion de metabolitos secundarios con potencial terapéutico para el

tratamiento de la trombosis.
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2. ANTECEDENTES

El descubrimiento de los anticoagulantes surgié en el siglo XX. EI primer
compuesto anticoagulante fue identificado la heparina en 1916 en la Universidad de
Johns Hopkins, Estados Unidos (Molina-Castafo et al., 2020).

Por otro lado, el descubrimiento de la warfarina se identifico en 1940 por el
aislamiento del compuesto 3,3-metilen-4-hydroxicumarina (dicumarol) en Melilotus
albay Melilotus officinalis. Posteriormente, la asociacién Wisconsin Alumni Research
Foundation adquiri6 la licencia y la llamaron warfarina. (Molina-Castano et al., 2020).

A partir de entonces, la heparina y los farmacos antagonistas de la vitamina K
(AVK) han estado disponibles desde hace mas de 70 afos y han sido, desde esa
época la primera linea de tratamiento para la trombosis, sin embargo, las
complicaciones como estricta vigilancia en las dosis, la intra e intervariabilidad entre
personas en los tiempos de coagulacién, altas interacciones medicamento-alimento,
altas tasas de sangrado y entre ellas la mas riesgosa la hemorragia intracraneal,
constituyen un problema que no ha sido resuelto y que demanda el desarrollo de
estrategias terapéuticas mas seguras (Molina-Castafio et al., 2020).

Ante este panorama, en 2015 se aprobaron cuatro nuevos farmacos como
alternativas a los AVK, cada uno de ellos actuan en diferentes puntos de la cascada
de coagulacion. Por ejemplo, el dabigabran inhibe la trombina; el apixaban,
endoxaban y rivaroxaban el factor Xa, sin embargo, evidenciaron sangrado gastrico
y no fueron bien aceptados por el personal médico que preferia seguir utilizando la
warfarina como practica de uso habitual para evitar riesgos en las cirugias (Molina-
Castano et al., 2020).

En la actualidad, se han desarrollado nuevos agentes anticoagulantes con
diferentes propiedades farmacodinamicas y farmacocinéticas, pero se desconocen
las interacciones farmacoldgicas. Entre estos nuevos agentes destacan IONIS-
FXIRX (ASO, lonis Pharmaceuticals) osocimab y abelacimab (anticuerpos
monoclonales), desarrollado por Bayer y Anthos Therapeuitics respectivamente, y
milvexian y asundexian desarrollado por Bristol Myers Squibb/Janssen y Bayer
respectivamente. Esos inhibidores del factor Xl y Xia se encuentran en ensayos

clinicos de fase 3, pero han evidenciado altas tasas de hemorragia, por lo que los
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autores proponen también realizar estudios de variabilidad genética para establecer
su seguridad en un futuro (Laurie et al., 2026; Sammut et al., 2024).

Ante esta evidencia, debido a los inconvenientes que se han asociado al uso de
farmacos anticoagulantes actuales, se han explorado alternativas de origen natural.
Por ejemplo, entre 1960 y 1963 se observé que A. Sativum L, aumentaba la
concentracion de calcio y los tiempos de protrombina en plasma causando fibrindlisis.

Después, surgieron investigaciones en modelos in vitro, in vivo y en humanos,
con extractos acuosos, etandlicos, metandlicos, polvos y aceites que contenian
organosulfurados y demostraban un efecto agonista plaquetario, actividad fibrinolitica
hasta de 12 horas, retraso en tiempos de coagulacién, formacion de tromboxano
plaquetario, actividad antitrombina lll, inhibicion de proteina C y disminucion de
factores de coagulacion V, VI, VIII: niveles proteina C, IX, X e inhibicion de 5-
lipoxigenasa y cicloxigenasa por disminuciéon de agregacion trombocitica de A.
Sativum L. (Sarfraz et al., 2022; Agustina et al., 2022; Abbas et al., 2019; Hamal et
al., 2019; Vaijayanthimala et al., 2017; Narsimha et al., 2017; Musubika et al., 2015;
Fukao et al., 2007; Chan et al., 2007; Ohaeri & Adoga, 2006; Cavagnaro et al., 2007;
Bordia et al., 1998; Sendl et al., 1992; Chutani & Bordia, 1981; Suk et al., 1963).

Ademas, se han realizado otras investigaciones de otras especies de Allium como
Red Allium Cepa, Allium ascalonicum, Allium Cepa Dayak y Allium Macrostemon
Bunge. Los extractos acuosos, etanolicos y metanolicos de esas especies han
evidenciado retraso en los tiempos de coagulacion in vitro e in vivo y las propiedades
a las que se les ha atribuido esta propiedad han sido a los compuestos
organosulfurados, compuestos fendlicos y eleuterinol (Laxamana et al.,, 2026;
Febriani et al., 2023; Handayati et al., 2021; Young & Seon, 2021; Feng et al., 2019;
Ko et al., 2018).

Debido a esta evidencia de la especie Allium sobre su actividad anticoagulante,
reciemente se ha tenido el interés en investigar las propiedades medicinales del ajo
Snow mountain (Allium ampeloprasum L). Este crece en climas frios en el Himalaya
a 6,000 metros sobre el nivel del mar y sobrevive a bajas temperaturas de -10°C
(Mehra et al., 2019) y en México, se comercializa en los mercados locales como ajo
japonés.

En algunas investigaciones se observd que el extracto etandlico de este ajo inhibe
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el crecimiento de distintas especies de Candida (Guevara-Ramirez et al., 2022;
Rivera-Roldan et al., 2021;), y el aceite esencial posee efecto analgésico igual al
tramadol (Vértiz-Hernandez et al., 2022).

La informacion anterior sustenta la necesidad de explorar compuestos bioactivos
de origen natural con actividad anticoagulante, entre los cuales A. ampeloprasum L.
representa una alternativa promisoria, cuya evaluacion cientifica se presenta en este

trabajo.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa de
morbimortalidad a nivel mundial siendo responsable del 32% de las defunciones
registradas mundialmente (OMS, 2023). Dentro de los mecanismos fisiopatoldgicos
asociados a estas enfermedades, la trombosis, constituye el evento fisiopatolégico
subyacente ocasionando 1 de cada 4 defunciones registradas globalmente
(CENETEC, 2018).

Los principales tratamientos para prevenir estos eventos son la aspirina y la
warfarina. La primera se utiliza en poblacion no hospitalizada y presentan efectos
secundarios irreversibles como acetilacion de la ciclooxigenasa causando la
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas y derivando en sangrado de estdmago
y hepatoxicidad, entre otros (Baynes y Dominizac, 2014); la segunda es de uso
preferentemente intrahospitalario, sin embargo, sus efectos secundarios tales como
hemorragias, sangrado estomacal y desarrollo de ulceras la hacen poco segura
(Amin, 2016).

Por lo tanto, se vuelve fundamental explorar nuevos compuestos bioactivos
que tengan actividad anticoagulante y un perfil de seguridad superior al de los
farmacos actuales. En este contexto, se ha documentado que A. Sativum L actua
como antiagregante plaquetario y los compuestos bioactivos a los que se les
atribuye esta actividad son los organosulfurados, pero la informacién no es
contundente ya que las metodologias empleadas en los diferentes trabajos de
investigacion son variadas y los tamafios de muestra utilizados no son
representativos.

Existen otras subespecies de ajo utilizados como remedios alternativos
contra diversos padecimientos entre ellos el ajo Snow mountain (Allium
ampeloprasum L). La actividad anticoagulante de éste no se ha estudiado, y
posiblemente contiene una mayor cantidad de compuestos organosulfurados por
crecer en ambientes a bajas temperaturas y altitudes elevadas (Mehra et al., 2019).

Por lo tanto, conocer la actividad anticoagulante de esta variedad de ajo
justifica la busqueda de nuevos compuestos bioactivos con potencial

anticoagulante, que sea seguro y de facil obtencién en humanos, pero validando su
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utilizacion a través de una muestra adecuada y determinando cuales moléculas son

las posibles responsables del efecto anticoagulante.
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4. HIPOTESIS

HO. El extracto acuoso del ajo Snow mountain no contiene fitoquimicos con

efecto anticoagulante.

H1. El extracto acuoso del ajo Snow mountain contiene fitoquimicos con

efecto anticoagulante.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar de manera biodirigida el efecto anticoagulante de fitoquimicos del

extracto acuoso del ajo Snow Mountain.

5.1 Objetivos especificos

e Medir los tiempos de protrombina y tromboplastina parcial activada in
vitro en plasma humano a través de una curva dosis-respuesta del
extracto acuoso del ajo Snow mountain acuoso comparados con el

acido acetil salicilico.

e Llevaracabo una curva dosis-respuesta de los extractos del ajo Snow
mountain acuoso sobre el tiempo de sangrado en ratas macho Wistar

comparados con el acido acetil salicilico.

e Determinar cuales fitoquimicos estan presentes en el extracto acuoso
con efecto anticoagulante a través de HPLC-QtoF-MS y GC-QtoF-MS.

e Evaluar el efecto toxico del extracto acuoso con efecto anticoagulante
del ajo Snow mountain en ratas macho Wistar por analisis histoldgico

de higado, esoéfago, estdmago, duodeno y rifén.
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6. METODOLOGIA

La presente investigacion progresé de un estudio in vitro a un estudio
preclinico in vivo para evaluar el efecto anticoagulante del extracto acuoso del ajo
Snow mountain (Allium ampeloprasum L.) y caracterizar los metabolitos

secundarios presentes en este extracto.

A continuacion, se describe el orden metodolégico que se encuentra
publicado en ambos articulos: “Anticoagulant Effect of Snow mountain
garlic: In Vitro Evaluation of Aqueous Extract’” (Anexo |) y Preclinical
Evaluation of the Anticoagulant Effect of an Aqueous Extract of Snow

Mountain Garlic” (Anexo II).

6.1 Diseno de estudio y poblacion

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
de la Facultad de Enfermeria y Nutricién de la Universidad Auténoma de San Luis
Potosi (UASLP) y el manejo de animales en el Instituto de Investigacion de Zonas
Desérticas de la UASLP. La presente investigacion es de tipo cuantitativo,
descriptivo y para los ensayos in vitro como in vivo se aplicé un estudio de tipo
experimental: analitico y prospectivo. La presente investigacion se aprobo por el
Comité de Etica e Investigacién de la Facultad de Enfermeria y Nutricion de la
UASLP (CEIFE-2021-345).

6.2 Obtencion del material vegetal

Los bulbos de ajo Snow mountain se obtuvieron del mercado Republica,
ubicado en la calle Reforma 405A, Centro Histérico, San Luis Potosi, México. Se
seleccionaron aquéllos que estuvieran en buen estado, sin marca de plagas o que
presentaran alguna coloracion marron.

La identificacion taxonémica fue realizada por el bidlogo Eleazar Carranza
en el Herbario "Isidro Palacios" del Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas

de la UASLP, empleando la base de datos World Flora Online, confirmandose la
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especie como Allium ampeloprasum L y se conservd un ejemplar de referencia
(70,262).

6.3 Preparacién del extracto acuoso del ajo Snow
mountain con efecto anticoagulante

El extracto acuoso del ajo Snow mountain (EA) fue seleccionado por mostrar
mayor efecto anticoagulante. Este fue obtenido por maceracion de los bulbos
pelados y desinfectados con etanol absoluto, triturados en un mortero de porcelana
con adicion de agua destilada hasta formar una pasta homogénea y filtrado en papel
Whatman No.0.

Se generaron dos derivaciones del EA para este proyecto:

El extracto acuoso liofilizado (LE): Se obtuvo a partir del EA y se congelo
a -20°C y se liofilizé durante 72 horas.

El extracto de isoflavonas a partir del LE (IE-LE): Se obtuvo mediante la
extraccion con HCL 0.1 N y acetonitrilo, siguiendo el método del Wang y Murphy
(1994) y se verifico la presencia de isoflavonas con cromatografia de capa fina y un
estandar comercial de la marca Pronat®

La justificacion de realizar estas dos presentaciones distinas del EA era
determinar si, mediante el liofilizado, se mantenia el efecto anticoagulante. De igual
manera, determinar una dosis en cantidad medible, en este caso miligramos, para
utilizarlo en el estudio in vivo; y finalmente, respecto al extracto de isoflavonas,

aproximarse a identificar los metabolitos responsables del efecto anticoagulante.

La metodologia que a continuacion esta descrita se encuentra en el articulo
de Molecules (2024): Anticoagulant Effect of Snow mountain garlic: In

Vitro Evaluation of Aqueous Extract (Anexo ).

6.4 Modelo in vitro anticoagulante de EAy LE

En el estudio participaron un total de 50 voluntarios mayores de 18 afios y se
obtuvieron 2.7 mL de sangre humana en tubos de citrato de sodio, se obtuvo el

plasma centrifugando por 10 minutos y se congelé a -20°C hasta su utilizacion para
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la determinacion de los tiempos de protrombina (PT) y tromboplastina parcial
activada (TTPa) en el equipo de BFT Il. Posteriormente, se utilizé el EA con
diferentes volumenes de 200, 100, 50, 25, 12.5 uL por triplicado y de igual manera,
el LE se realizaron las pruebas con las siguientes concentraciones 25, 12.5, 6.25,
3.125, 1.562, 0.781, 0.39 mg/100 uL por triplicado.

6.5 Estabilidad del EA y LE con efecto anticoagulante

La estabilidad quimica del EAy LE se evalu6 bajo condiciones de exposicidon
y ausencia de luz a temperatura ambiente debido a que se han reportado estudios
de fotosensibilidad y la termolabilidad. Algunos trabajos reportan que la alicina, uno
de los principales compuestos bioactivos de Allium Sativum L, comienza a
degradarse a temperaturas superiores a 40 °C y practicamente desaparece por
encima de 70 °C (Wang et al., 2015; Fujisawa et al., 2014).

En cuanto a la fotosensibilidad, la informacion disponible es mas limitada; sin
embargo, los estudios publicados sugieren que la alicina no presenta una
degradacion significativa por efecto de la luz (Wang et al., 2015). Es por esto que
se realizaron diferentes experimentos de estabilidad quimica de EAy LE.

Los registros de la estabilidad a temperatura ambiente de LE in vitro se
realizaron durante 10 dias y una medicién adicional al dia 30. Paralelamente, se
determind la estabilidad de LE a -20°C por 10 dias y a largo plazo de 2 afos, asi
como a 4°C por 10 dias y 3 afios de EA y LE. Asimismo, con la finalidad de evaluar
la termolabilidad del LE, alicuotas del extracto se sometieron a un proceso de
calentamiento por 10 minutos a 100°C, las cuales fueron inmediatamente retiradas
cada minuto e inactivadas por inmersion de hielo para detener la desnaturalizacion.

Todas las muestras se realizaron midiendo por triplicado los tiempos de TP

y TTPa in vitro. En la figura 1, se muestra el esquema general de los experimentos.
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Figura 1. Estabilidad a diferentes temperaturas y tiempos del EA y LE del efecto

anticoagulante in vitro.

6.6 Caracterizacion fitoquimica y analitica de los
metabolitos secundarios del EA, LE y IE-LE

Se realiz6 el perfil fitoquimico cualitativo del LE mediante reacciones de color
y precipitacion (reacciones de Constantinesscu, Shinoda, Dimroth, Liebermann—
Burchard, Rosenthaler, Baljet, Legal, Raymond, Keller—Killani, Meyer, Wagner,
Hager, Dragendorff y Sonnenchein, entre otras), siguiendo los criterioes de
Bruneton, dominguez y Trease & Evans (1991) para identificar las familias de
metabolitos secundarios de flavonas, taninos, saponinas, alcaloides, heterdsidos
cardiotonicos y cumarinas. De igual manera, se cuantificaron proteinas por el
meétodo de Kjeldahl y azucares totales por el método de Lane-Eynon.

Asimismo, se identificé por HPLC-QToF-MS compuestos organosulfurados
volatiles, isoflavonas, polifenoles y glucésidos esteroideales. El perfil fitoquimico
cualitativo del LE y la identificaciéon de metabolisto de |IE-LE se encuentra descrito

en el articulo Anticoaqulant Effect of Snow mountain qarlic: In Vitro Evaluation of

Aqueous Extract (Anexo 1) y los compuestos organosulfurados de LE se

identificaron por GC-QToF-MS y se encuentra descrito en el articulo de Preclinical
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Evaluation of the Anticoaqulant Effect of an Aqueous Extract of Snow Mountain

Garlic (Anexo Il).

La metodologia que a continuacion se describe se encuentra en el articulo
de Medicina (2025): Preclinical Evaluation of the Anticoagulant Effect of an

Aqueous Extract of Snow Mountain Garlic (Anexo Il).

6.7 Modelo in vivo de tiempo de sangrado y toxicidad de
LE

Se seleccionaron 24 ratas macho Wistar de 250 + 50 g de 12-14 semanas
de edad. Se sometieron a 6 tratamientos (n=4) del LE por via oral por canula
esofagica durante 90 dias con un control negativo de agua destilada, 250, 500,
1000, y 2000 mg/kg/d y un control positivo de 100 mg/kg/d de acido acetil salicilico
(ASA). El tiempo de sangrado se realiz6 al tiempo 0 (antes del tratamiento), 30 min,
1,2,4, 8,y 12 semanas.

Asimismo, se realizé la dosis efectiva 50 (DEso) del LE para determinar el
efecto anticoagulante.

Posteriormente, al finalizar las 12 semanas las ratas fueron sacrificadas de
acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.

Después de su muerte, se removieron el eséfago, estomago, duodeno,
higado y rifion, los cuales fueron sumergidos en 10% de paraformaldehido por 24
hrs.

Finalmente, para el analisis histolégico los tejidos fueron embebidos en
parafina y cortados con un microtomo a 4 micras y fueron tefidos con eosina y
hematoxicilina. Se realiz6 el analisis histopatoldgico para observar cambios severos

en el tejido con la escala de 0 a 4 (0= normal, 1=leve, 2=moderado y 4=severo).

6.8 Analisis de datos

En el estudio in vitro (Anexo |), se verificaron los supuestos de normalidad
de los datos de TP y TTPa obtenidos con los extractos EA y LE, y posteriormente

se aplicé un ANOVA de una via con pruebas post hoc de Tukey, Games-Howell y
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Dunnett para las comparaciones con el control. Para los resultados obtenidos con
el extracto IE-LE se empled, la prueba no paramétrica de Friedman con su post hoc
de Dunn.

Por su parte, en el estudio in vivo (Anexo Il), debido a que el tamafno de
muestra fue reducido por grupo, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis con post hoc de Dunn para comparar el tiempo de sangrado entre
tratamientos. El efecto acumulado a lo largo de las 12 semanas se realizé mediante
el area bajo la curva (AUC), calculada con el método trapezoidal, y las diferencias
entre grupos se evaluaron con un ANOVA de una via y post hoc de Dunnett.

En ambos estudios, la EDso se calcul6 mediante regresion no lineal con
transformacion logaritmica (base 10) de la dosis, con una ecuacién polinomial de
4° grado. Todo el procesamiento estadistico se realizé con el software GraphPad

Prism 8.
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7. RESULTADOS

Los resultados muestran la caracterizacion quimica del LE, EA e IE-LE, del

efecto anticoagulante in vitro y, finalmente su validacion in vivo.

7.1 Caracterizacion fitoquimica

El perfil fitoquimico cualitativo del LE mostré la presencia de carbohidratos,
flavonas, taninos condensado, heterdsidos cardioténicos (cumarinas y glucésidos
cardiotonicos) alcaloides y saponinas. La cuantificacion de proteinas de EA fue de
3.82% y para LE 4.48% y de carbohidratos del EA fue de 4.48 y de LE 9.68%

El analisis de HPLC-QtoF-MS en IE-LE confirmé la presencia de isoflavonas
(genesteina, daidzeina, gliciteiina), compuestos organosulfurados, un polifenol el
acido rosmarinico y por GC-QToF-MS se identificaron nueve compuestos
organosulfurados y un glucésido esteroidal, el -sitosterol-3-O-B-D-
glucopiranésido.

El andlisis de GC-QtoT-MS en LE identific6 nueve compuestos
organosulfurados, cuatro de los cuales no habian sido reportados previamente para
esta especie: tiofeno 3,4-dimetil; disulfuro de metil (E)-1-propenilo; (Z)-1-alil-2-
(prop-1-en-1-il)disulfano; y disulfuro de alil prop-1-enilo. En la tabla 1, se observa

las familias de los metabolitos secundarios identificados en el presente trabajo.

Tabla 1. Familias de metabolitos identificadas en el extracto liofilizado de ajo

Snow mountain, segun técnica analitica.

Técnica Familias de metabolitos identificadas Referencias
analitica bibliograficas
Tamizaje Carbohidratos, flavonas, taninos condensados, Clark- Montoya et
fitoquimico heterosidos cardiotdnicos, alcaloides, saponinas. al., 2024
cualitativo
HPLC-QToF-MS Isoflavonas (genisteina, daidzeina, gliciteina), alina, Clark- Montoya et
ajoeno, acido rosmarinico, B-sitosterol-3-O-f3-D- al., 2024

glucopirandésido, compuestos organosulfurados.

GC-QToF-MS 9 compuestos organosulfurados (disulfuro de dialilo, Clark- Montoya et
trisulfuro de dialilo, sulfuro de dialilo, entre otros); 4 no al., 2025
descritos previamente en el ajo Snow mountain.
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7.2 Estabilidad del EAy LE

Los ensayos de estabilidad quimica mostraron que el LE conservo el efecto
anticoagulante in vitro a los 10 dias a temperatura ambiente con o sin luz y hasta 3
afnos en congelacion a -20°C y refrigeracion a 4°C. De igual manera, la actividad
anticoagulante persistié tras el calentamiento a 100°C por 10 minutos, lo que

siguere que los metabolitos secundarios son termoestables.

7.3 Efecto anticoagulante in vitro de EA, LE e IE-LE

El EA incrementé los tiempos de coagulacion en una funciéon dosis-
dependiente en plasma humano en los tiempos de TP y TTPA. ElI LE mostrd un
aumento significativo (p<0.05) desde 6.25 mg/100 pyL y un efecto maximo a 25
mg/100 pL.

Por otro lado, el extracto de isoflavonas I|IE-LE mostr6 un efecto
anticoagulante (p<0.05) a partir de 20 uL, superior al presentado con el EA de 25
ML, lo que sugiere que las moléculas con actividad anticoagulante se presentaban

concentradas en este extracto.

7.4 Efecto anticoagulante in vivo de LE

En el modelo animal, con la administracién de LE el tiempo de sangrado
aumentd con los tratamientos de 500 y 1000 mg/kg/d y se observd un efecto
significativo a las 2 y 4 semanas de tratamiento (p<0.05), mientras que la
administracién de 2000 mg/kg/d no mostré un efecto anticoagulante.

Asimismo, a las 12 semanas se observdo el efecto anticoagulante,
evidenciado por el aumento del area bajo la curva (AUC) con las dosis de 500 y

1000 mg/kg/d en comparacién con el control positivo de ASA de 100 mg/kg/d.

7.5 Dosis efectiva 50 (DES50) in vitro e in vivo

En la Tabla 2, se compara las EDS50 in vitro que se encuentran publicados

en el articulo: Anticoaqulant Effect of Snow mountain qarlic: In Vitro Evaluation of
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Aqueous Extract (Anexo 1) e in vivo en el articulo Preclinical Evaluation of the

Anticoaqulant Effect of an Aqueous Extract of Snow Mountain Garlic (Anexo II).

Tabla 2. Comparacion de las dosis efectivas 50 (ED50) obtenidas in vitro e in vivo.

Sistema Extracto evaluado Parametro EDso

experimental

In vitro (plasma Extracto acuoso TP 19.57 + 3.76 mg/100 pL
humano) liofilizado (LE)

In vitro (plasma Extracto acuoso TTPa 17.71 £ 2.38 mg/100 yL
humano) liofilizado (LE)

In vitro (plasma Extracto de TP/ TTPa 19.45+1.86/17.71 £ 9.36 uL
humano) isoflavonas (IE-LE)

In vivo (rata Wistar) Extracto acuoso AUC del tiempo 366 + 2.43 mg/kg
liofilizado (LE) de sangrado

7.6 Toxicidad in vivo

En el estudio de los drganos de esofago, duodeno, higado y riidn no
mostraron alteraciones histopatoldgicas en el grupo control y en las dosis de 250 y
500 mg/kg/d a las 12 semans de tratamiento; sin embargo, en el tratamiento de ASA
con 100mg/kg y las dosis de LE de 1000 y 2000 mg/kg/d mostraron ulceras
duodenales, acantosis esofagica, infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario, lo que

sugiere que la ventana de seguridad del extracto esta por debajo de 500 mg/kg/d.
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8. DISCUSION

El hallazgo central con base en los resultados de este trabajo es que el LE
del ajo Snow mountain tiene efecto anticoagulante sobre las vias de coagulacion
de TPy TTPa a partir de 6,25 mg/100 pL, superando lo reportado previamente para
Allium sativum L (Vaijayanthimala et al., 2017; Narsimha et al., 2017; Fukao et al.,
2007)

El efecto anticoagulante in vitro se mantuvo tras el calentamiento de las
muestras durante 10 minutos, lo que descarta que se trate de una proteina y sugiere
que corresponda a metabolitos secundarios termoestables.

Posteriormente, esta evidencia in vitro fue validada en un modelo animal,
donde el LE demostré un tiempo de sangrado aumentado (p<0.05) a partir de la
semana 2 hasta la semana 12 de manera sostenida con una EDso de 366 * 2,43
mg/kg.

Por otro lado, las dosis de LE de 250-500 mg/kg, no mostré alteraciones
histopatolégicas comparadas con el control positivo de 100 mg/kg de ASA el cual
desarroll ulceras duodenales, acantosis e infiltrado inflamatorio y solamente las
dosis muy altas de LE de 1000-2000mg/kg aparecieron cambios similares a los de
ASA.

Asimismo, mediante GC-QToF-MS se identificaron cuatro nuevos
compuestos organosulfurados no descritos previamente en esta especie: tiofeno
3,4-dimetil, metil (E)-1-propenil disulfuro, (Z)-1-alil-2-(prop-1-en-1-il) disulfano y alil
prop-1-enil disulfuro, lo que amplian los hallazgos fitoquimicos mas alla de los
compuestos con azufre clasicos reportados en Allium sativum L (Ngukuran et al.,
2023).

En conjunto, este trabajo sugiere que el efecto anticoagulante del ajo Snow
mountain no depende de un unico compuesto, sino de la accidn sinérgica de
multiples metabolitos secundarios actuando sobre distintos puntos de la hemostasia
primaria y secundaria. Debido a que, en el analisis fitoquimico del LE e IE-LE por
HPLC-QToF-MS revel6 que dichos metabolitos aliina, ajoeno, flavonoides,
isoflavonas, (genisteina, daidzeina, gliciteina), acido rosmarinico, B-sitosterol-3-O-
B-D-glucopirandsido y compuestos organosulfurados como tiosulfunato de etilo,

tiosulfunato de metano, actian mediante mecanismos distintos y complementarios,
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por ejemplo la aliina inihibe el &xido nitrico sintasa (Ouma et al.,, 2023), el
fibrindgeno bloquea la unién a receptores TPR y el ajoeno a PAR1 (Ngukuran et al.,
2023), la daidzeina suprime al tromboxano A2 via cPLAZ2 sin afectar la COX1 (Hong
et al., 2023), las isoflavonas inhibiben la interaccién con la proteina 14-3-3C (Liu et
al., 2021), el acido rosmarinico inhibe la adhesion plaquetaria via NADPH
oxidasa/ROS/PKC-6 (Lee et al., 2021), y el fitoesterol B-sitosterol-3-O-B-D-
glucopirandsido inhibe da agregacién plaquetaria inducida por ADP (Sabha, 2011).

Esto, sumado a su aparente mayor margen de seguridad frente a la aspirina,
posiciona a este ajo como un candidato prometedor para el desarrollo de nuevos
agentes anticoagulantes naturales, abriendo la puerta a futuros estudios clinicos de
farmacogenomica, debido a que la variacion genética de un individio puede producir
distintas respuestas clinicas en pacientes con el mismo farmaco. Un ejemplo es el
de las enzimas hepaticas del citocromo P450 (CYP450), responsable de
metabolizar mas de 30 clases de farmacos distintos, incluyendo anticoagulantes
como la warfarina: algunos pacientes pueden experimentar toxicidad con una dosis
normal, mientras que otros pueden no tener ningun efecto terapéutico. Por lo tanto,
dado que el efecto anticoagulante del ajo Snow mountain posiblemente tiene una
accioén sinérgica, es razonable anticipar que el metabolismo hepatico y su eficacia
y seguridad, podria influir por la variabilidad genética individual, lo que abre la
puerta a futuros estudios de farmacogendmica que permitan personalizar la dosis

terapéutica de cada paciente (Genetic Alliance, 2019).
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9. CONCLUSIONES

El presente trabajo es uno de los primeros que realiza un estudio del
extracto acuoso del ajo Snow mountain para evaluar el efecto anticoagulante
demostrando cientificamente una posible intervencién hacia el tratamiento de la
trombosis en un futuro. Se demostré que el extracto acuoso del ajo Snow
mountain posee efecto anticoagulante in vitro e vivo.

La DEso in vivo fue de 366 +2.43 mg/kg.

De igual manera, dosis menores a 500 mg/kg no presentaron hallazgos
histopatoldgicos en los tejidos del modelo animal.

Los compuestos encontrados fueron organosulfurados, isoflavonas,
glucosido esteroideo.

El ajo Snow mountain, es un candidato terapéutico para el tratamiento de

la trombosis.
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