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RESUMEN

Se obtuvieron los extractos hexandico, diclorometanoico y etandlico, de las partes
aéreas de Bixa orellana L., perteneciente a la familia Bixaceae, recolectada en el municipio
Colon del Estado Téchira, Venezuela. Se determind la composicion quimica a través de
pruebas especificas de laboratorio, donde los extractos hexandico y diclorometanoico
evidenciaron la presencia de esteroles y el etandlico, alcaloides, esteroles y polifenoles. Se
realizé la cuantificacion de fenoles en el extracto polar, por el método de Folin-Ciocalteu,
el contenido de fenoles totales del extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa orellana
L., fue de 0,89 £ 0,07 pg AG/mg de extracto seco. Ademas, se determind la actividad
antioxidante de los extractos vegetales de los cuales solo el etanolico y diclorometanoico,
presentaron actividad, con un porcentaje de inhibicion del radical DPPH de 87,1 £ 0,1 y
31,0 £ 0,1 % respectivamente, comparado con 96,1 % del &cido ascorbico, asi mismo el
extracto etandlico presentd un ICsq de 0,26 mg/mL vy el diclorometanoico 0,89 mg/mL. Por
altimo, se evalud la actividad garrapaticida por el método de prueba de paquete de larvas,
del extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa orellana L., demostrando que no hubo
actividad frente a las larvas de Rhipicephalus microplus, que mostraron, 0 % de mortalidad.

Palabras clave: Bixa orellana L, % de inhibicién, actividad garrapaticida, Rhipicephalus
microplus
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INTRODUCCION

Las plantas con propiedades medicinales, fueron las primeras medicinas utilizadas en
forma empirica para la cura de enfermedades que padecia el hombre, estos conocimientos
eran transmitidos oralmente, luego al desarrollarse la escritura y con la aparicion del papiro
como soporte de la misma, se comenzé a recoger la informacién, convirtiéndose la misma
en patrimonio de unos pocos dentro de las sociedades por las cuales ha atravesado la
humanidad hasta nuestros dias. Esto hizo que se profundizara el conocimiento de las
especies vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar su experiencia en el

empleo de los productos que de ellas se extraen (Barros y Dominguez, 2013).

En la actualidad, la fitoterapia se ha desarrollado con gran importancia, en el area
cientifica. Esta ciencia esta basada en el estudio de las plantas, de las cuales utilizan ramas,
semillas y hojas para evaluar las distintas propiedades que cada una posee, con la finalidad
terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado patologico; justificado en
muchos casos por razones economicas, el descubrimiento de efectos adversos en farmacos
sintéticos, el mejor conocimiento quimico, farmacoldgico y clinico de las drogas vegetales

y sus productos derivados (Barros y Dominguez, 2013).

Se debe mencionar que entre las familias reconocidas del reino vegetal en plantas
medicinales se encuentra la Bixaceae, se caracteriza por ser pantropical originaria del
continente americano. Se distribuye desde México hasta Brasil y Argentina, en la
actualidad, se cultiva extensamente en otras regiones tropicales y sub tropicales (Mazzani,

Marin y Segovia, 2000).



En Venezuela se encuentra la especie Bixa orellana L., la cual es una planta doméstica,
que se siembra en los patios de las casas campesinas como planta ornamental y en cercas o
pequefas parcelas para la obtencion de colorante para uso familiar (Mazzani y col., 2000).
De Bixa orellana L. se extrae un colorante soluble en agua, con muy baja toxicidad para el
humano, reportandose escasos incidentes de eventos alérgicos (Lourido y Martinez, 2010).

El objetivo de esta investigacion es determinar la composicion quimica cualitativa,
contenido de polifenoles y la actividad biolégica (antioxidante y garrapaticida) de los
extractos de las partes aéreas de Bixa orellana L.

El trabajo se dividid en cinco capitulos, distribuidos de la siguiente forma. En el capitulo
I, se abarca la problematica, justificacion, objetivos y la denominacion de las variables del
estudio. En el capitulo Il, se abordan los antecedentes que acompafan el estudio y los
fundamentos necesarios para la realizacion y comprension de las variables, se establece la
hipdtesis y la conceptualizacion de las variables. En el capitulo 11, se describe el disefio,
metodologia, técnicas necesarias para la investigacion, ademas se define la poblacion y la
muestra. En el capitulo 1V, se presentan los resultados obtenidos durante la investigacion,
datos estadisticos, graficas y se discute sobre el significado de cada resultado y en el

capitulo V, las conclusiones y recomendaciones.



CAPITULO I
El problema

Planteamiento del problema

Las plantas se han utilizado desde siglos como agentes terapéuticos. En nuestro
continente americano, los nativos, por su curiosidad innata conocieron los productos
naturales, suministrados por la naturaleza. Supieron de muchas plantas nativas de su
ambiente natural productos de sustancia que emplearon como digestivos, febrifugos,
antiinflamatorios, sedantes, analgésicos, estimulantes entre otros. Hoy dia esta préactica
terapéutica naturista continta vigente en nuestros pueblos (Albornoz, 1980).

En las Ultimas décadas se ha intensificado la investigacion cientifica para extraer y
separar sustancias con actividad biologica o terapéutica. Asi por ejemplo durante el afio
1978, se publicaron en el mundo numerosos trabajos cientificos que informaron acerca de
unos 6500 productos aislados, de los cuales el 40 % eran desconocidos anteriormente. De
este grupo, un 10 %, mostraron ser potenciales agentes terapéuticos (Albornoz, 1980).

De igual manera, las plantas se han utilizado como materia prima para la elaboracién de
preparaciones tradicionales (infusiones o jugos) usadas para controlar la prevalencia de
ciertas enfermedades infecciosas, resolver problemas de resistencia a microorganismos y
los efectos colaterales de algunos antimicrobianos sintéticos (Vera, Pastrana, Fernandez y
Vofia, 2007).

Por consiguiente, las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de
los paises en desarrollo, en este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
estimado que mas del 80 % de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para

satisfacer sus necesidades de atencién primaria de salud y que gran parte de los



tratamientos tradicionales se basan en el uso de extractos de plantas o sus principios activos
(Oliveira, Veldzquez y Bermudez, 2005).

Se debe mencionar que a la especie vegetal Bixa orellana L., se le han atribuido muchas
propiedades medicinales, tanto a sus hojas como a sus semillas, entre las cuales estan:
antitumoral, antiinflamatorio, astringente, antiséptico, antibacteriano, antioxidante,
expectorante, cicatrizante, febrifugo, fuente de vitaminas, antiacné, antiasmatico, en
sarampioén, viruela y dermatosis, entre otras (Duke, Bogenschutz, y Duke, 2003).

Cabe acotar, que de las semillas de la planta tropical Bixa orellana L. se extrae un
pigmento que estd compuesto basicamente por carotenoides (bixina, norbixina). Por su
resistencia a la accion de los agentes quimicos, pero no a los efectos del sol, se emplea con
preferencia para colorear alimentos y bebidas (Lourido y Martinez, 2010).

Resulta oportuno, referir que los antioxidantes son compuestos que luchan con los
radicales libres y ha sido demostrado que inhiben la oxidacion del ADN, lo cual es la causa
de algunos canceres. Los antioxidantes en general son sustancias que pueden inhibir o
retardar el proceso oxidativo, interfiriendo con la iniciacién o propagacion de las reacciones
en cadena de la auto-oxidacion (Quifiones, 2017).

Por otra parte, la infestacion por garrapatas en muchos paises implica un grave problema
que limita la produccién agropecuaria, altera la salud de animales productores de alimento,
de animales de compafiia y quizda en muchas ocasiones también del ser humano (Isea,
Rodriguez, y Hernandez, 2013). Es por esta razén que se va a determinar el potencial como

garrapaticida del extracto polar de las partes aéreas de Bixa orellana L.



Ya establecida la situacion del problema, la investigacion pretende dar respuesta a las
siguientes preguntas:

¢Qué metabolitos secundarios, estan presentes en las partes aéreas de Bixa orellana L.
una vez aplicada la técnica de tamizaje fitoquimico?

¢Cudl es el contenido de polifenoles en el extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa
orellana L.?

¢Cuél es la actividad antioxidante de los componentes quimicos presentes en los
extractos de las partes aéreas de Bixa orellana L., a través del método DPPH?

¢Cudl es la actividad garrapaticida que presentan los componentes quimicos presentes en
el extracto etandlico las partes aéreas de Bixa orellana L.?

Justificacion e importancia de la investigacion

El empleo de plantas a nivel terapéutico puede registrarse desde tiempos muy remotos,
aun cuando no existian documentos escritos ya se utilizaban plantas con fines terapéuticos.
La fitoterapia tal como se conoce en la actualidad, es la ciencia del tratamiento de las
enfermedades con plantas medicinales, basados tanto en la investigacion como en la
experiencia popular (Villar y Villavicencio, 2001). De alli, la importancia de las plantas con
fines terapéuticos, ya que ofrecen una amplia variedad de principios activos con diversas
actividades bioldgicas, situacion que en los ultimos afios se ha revalorizado en funcion de
los productos naturales, considerados como fuente de sustancias de interés médico,
veterinario, cosmético y agroquimico. De igual manera, estas plantas presentan bajo riesgo

ante una patologia debido a que no causa efectos secundarios y ademas son de bajo costo.



En este contexto, la determinacion de la composicion quimica permitira correlacionar la
presencia de algunos metabolitos secundarios con la actividad bioldgica de las partes aéreas
de Bixa orellana L.

Asi mismo, se puede referir que los extractos de las partes aéreas de la Bixa orellana L.
constituyen un coadyuvante natural para la salud debido a sus propiedades curativas. De
manera tal, que es empleada en la medicina tradicional como antibacteriana, antioxidante,
diurético, antidiarreico, entre otras.

Objetivo de la investigacion

Objetivo General
Determinar la composicion quimica y la actividad biologica de las partes aéreas de Bixa
orellana L.

Obijetivos Especificos

e Determinar la composicion quimica de los extractos de las partes aéreas de Bixa
orellana L.

e Cuantificar la cantidad de polifenoles presentes en el extracto etanolico de las partes
aereas de Bixa orellana L.

e Evaluar la actividad antioxidante de los componentes quimicos presentes en los
extractos de las partesaéreas de Bixa orellana L., a través del método DPPH.

e Estudiar la actividad garrapaticida que presenta el extracto etanolico, de las partes

aéreas deBixa orellana L.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Los alcances de esta investigacion se relacionan con la profundidad del conocimiento
que los investigadores pretenden obtener. En tal sentido, se considera lo puntualizado por
quiénes refieren lo siguiente: Si hemos decidido, una vez hecha la revision de la literatura,
que nuestra investigacion vale la pena y debemos realizarla, el siguiente paso consiste en
visualizar el alcance que tendra, no se deben considerar los alcances como “tipos” de
investigacion, ya que, mas que ser una clasificacion, constituyen un continuo de
“causalidad” que puede tener un estudio (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).

La presente investigacion tiene un alcance de tipo confirmatorio de la composicion
quimica, y actividad biologica de los componentes quimicos presentes en los extractos de
las partes aéreas de Bixa orellana L.

Un estudio puede presentar limitaciones, refiriendo que son obstaculos que
eventualmente pudieran presentarse durante el desarrollo del estudio y que escapan del
control del investigador (Arias, 2012).

En tal sentido en esta investigacion se pueden destacar limitaciones en la falta de
financiamiento, altos costos de los reactivos de laboratorio para llevar a cabo los analisis

quimicos dados por la condicion actual del pais.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

Trabajos Previos

De Oliveira Janior y col., (2019). Evaluaron el efecto de la bixina, aislada de Bixa
orellana L., recolectadas en Brasil, en la sensibilizacion de las células de melanoma
humano (A2058) en tratamiento con dacarbazina. En los extractos de semillas de Bixa
orellana L., identificaron dos nuevos apocarotenoides: Acido 6,8'-diapocaroteno-6,8'-
dioico y Acido 6,7'-diapocaroteno-6,7'-dioico a través del analisis UPLC-DAD-MS/MS
(Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento con detector de matriz de diodos acoplada
a espectrometria de masa).En esta investigacion los datos sugirieron que la bixina, ejerce
actividad intrinseca antimelanoma por mecanismos complementarios a los de la
dacarbazina, alentando su uso en terapia combinada para el tratamiento del melanoma
cutaneo.

Mefiaca, Restrepo y Colmenares (2018). Estudiaron diferentes condiciones de
temperatura y presion de extraccion por FSC-CO, (Fluido supercritico CO,), para
determinar cual de estas condiciones permiten obtener un extracto de Bixa orellana L. con
mayor actividad antioxidante, y evaluaron el efecto de la inclusién en -ciclodextrina, en la
capacidad antioxidante. Se evalu6 la actividad antioxidante de los extractos obtenidos
mediante el método DPPH, determinando su ICso. El extracto con mayor actividad
antioxidante se obtuvo con un ICs de 23,55 pg/mL, seguido del extracto II (28,76 pg/mL),
del extracto IIT (37,23 pg/mL), del extracto V (81,09 pg/mL) y del extracto I (193,82
pg/mL), los cuales presentaron diferencias significativas (P<0,01). Los espectros obtenidos

por IR, Barrido de calorimetria diferencial (DSC) y RMN, El valor ICs, del complejo



extracto f-CD fue de 104,84 pg/mL, siendo significativamente mayor al valor obtenido
para el extracto puro (23,55 pg/mL). El extracto de Bixa orellana L. con una actividad
antioxidante mayor se obtuvo por fluido supercritico a 5076 psi de presion y 45 °C de
temperatura. Las variaciones de los espectros IR, DSC y RMN demuestran la inclusion del
extracto en la f-CD, y los valores de 1Cs, indican el efecto protector de la f-CD ante la
reaccion con el radical DPPH.

Padro, Ldépez y Nuviola (2017), realizaron un analisis en Cuba, en el cual
determinaronla caracterizacion preliminar fisica y fisicoquimica cualitativa de las tinturas al
10 % de Bixa orellana L., estas fueron obtenidas a partir de las semillas de dicha especie
empleando diferentes métodos de extraccion. El analisis capilar mostré una imagen
vivamente coloreada, observandose una franja de color naranja, casi lineal, una subfranja
de color amarillo, y una banda de color marron. La determinacion de la composicion
quimica cualitativa para ambas tinturas mostrd6 un comportamiento muy parecido,
evidenciandose la presencia de alcaloides, cumarinas, saponinas, flavonoides, azlcares
reductores, triterpenos, esteroides, aminas, aminoacidos, fenoles y taninos.

Sepulveda, Gomez y Zapata (2016), realizaron un estudio con el objetivo de evaluar el
efecto del tiempo de extraccion y la relacion del solvente sobre el contenido de fenoles
totales, asi como el efecto del contenido de solidos y el pH de la solucién, sobre la
actividad antioxidante del extracto de hojas de Bixa orellana L. EIl contenido total de
fenoles fue evaluado por el método de Folin-Ciocalteu. Se demostrd que la cantidad de
fenoles totales extraidos de hojas de Bixa orellana L., dependen de la relacion solvente-

material vegetal y del tiempo de extraccion; asi mismo, se encontré que el pH tiene efecto



sobre la actividad antioxidante determinada por la reaccion con el radical 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6- acido sulfénico) y la medida de la capacidad reductora sobre el Fe*?,

Mufioz (2015), determind la composicion de fitoconstituyentes presentes en las hojas de
Bixa orellana L., mediante la reaccién de coloracién, precipitacién y cuantificacion
espectrofotométrica de flavonoides totales, para tal fin, se preparo el extracto por reflujo y
se le determinda través detamizaje fitoquimico: Alcaloides, triterpernos, esteroides,
antocianidinas, flavonoides, saponinas y taninos. Asi mismo se cuantifico los flavonoides
totales expresados como quercetina mediante espectrofotometria UV/Visible a 256 nm
(longitud de onda de maxima absorcidn) encontrandose en un porcentaje promedio 1,25 %.

Guimet (2012), evalud la actividad antioxidante in vitro y determiné la concentracion de
polifenoles totales, de extractos de las hojas de Bixa orellana L. en ocho morfotipos
existentes en la ciudad. EI morfotipo 5 de los ocho morfotipos fue el que presentd mayor
porcentaje de inhibicion frente al radical DPPH con 86,17 + 0,61 %, y el de menor
porcentaje de inhibicidn fue el morfotipo 3 con 79,90 + 1,26; en cuanto a los polifenoles
totales el morfotipo 3 fue el que presenté mayor cantidad de polifenoles totales con 48,72 +
0,36 mg de Catequina (CTQ)/100 g de extracto y el que tuvo menor cantidad de polifenoles
totales fue el morfotipo 4 con 43,45 + 0,52 mg de CTQ/100 g de extracto. La correlacion
entre el promedio de la concentracién de polifenoles totales y la capacidad de inhibicion al
50 % de los extractos Bixa orellana L., en los 8 morfotipos fue negativa porgque no existio
diferencia estadistica significativa.

Fernandez, Mendiola, Acufia, Scull y Gutiérrez (2011), evaluaron la actividad
antimal&rica in vitro e in vivo de un extracto de Bixa orellana L. cultivada en Cuba. El

objetivo fue evaluar la actividad antimalarica del extracto hidroalcohdlico de semillas de
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esta especie, se evaluo in vitro. Ademas, caracterizaron preliminarmente la composicion
quimica del extracto por tamizaje fitoquimico, obtuvieron triterpenoides y/o esteroides,
alcaloides, compuestos lacténicos, compuestos fenoélicos, taninos y flavonoides.
Concluyeron que el extracto hidroalcohdlico de semillas de Bixa orellana L. mostro
actividad antimalarica moderada tanto in vitro como in vivo.

Antecedentes Historicos

Desde la prehistoria se conocen plantas cuyos extractos han sido usados en pocimas o en
curaciones, este conocimiento ha sido transmitido de padre a hijo, de brujo ha médico, de
sacerdote a los aprendices, principalmente de manera verbal (Marcano y Hasegawa, 2002).

El papiro de Ebers, escrito alrededor de 1550 a.C., representa una coleccién de 800
prescripciones referentes 700 especies de plantas y medicamentos utilizados para la terapia,
como la granada, planta de aceite de recino, aloe, sen, ajo, cebolla, higo, sauce, cilantro,
enebro, entre otras. En la historia antigua, el escritor mas prominente en drogas vegetales
fue Dioscérides, el padre de la farmacognosia, quien estudio las plantas en los sitios donde
viajé con el ejército romano de Nerdn, este clasificd una serie de plantas domésticas
apreciadas, dentro de las cuales se encontraban la salvia y del cual se diferencia un nimero
de especies del género Menta, que se cultivaba y se utilizaba para aliviar el dolor de cabeza
y dolor de estomago (Petrovska, 2012).

La medicina natural y tradicional forma parte del acervo cultural de la humanidad, y se
ha desarrollado en muchos paises con caracteristicas propias, en franca tendencia a los
recursos disponibles en ellos, sobre la base, ademas, de la idiosincrasia de sus habitantes;
por tanto, es el resultado de una evolucion lenta, pero avalada por la experiencia préactica.

El empleo de las plantas para la alimentacién del hombre y la curaciéon de diversas
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enfermedades, se remonta a la creacién del mundo. Esta experiencia fue transmitida de
generacion en generacion, a tal punto, que en la actualidad, en pleno siglo XXI, son
denominadas plantas de uso tradicional, lo cual continuara hasta el fin de los tiempos. Al
respecto, la medicina herbaria, que también se conoce como medicina boténica, fitoterapia
o fitomedicina, es la forma mas antigua de atencion médica que se ha conocido en la
humanidad. En la actualidad existen extensas documentaciones e investigaciones
relacionadas con el uso de las plantas para curar diversas enfermedades (Pascual, Pérez,
Morales, Castellanos y Gonzélez, 2014).

Bases Tedricas

Familia: Bixaceae

Bixaceae es una familia pantropical originaria del Continente Americano. Se distribuye
desde México hasta Brasil y Argentina, en la actualidad, se cultiva extensamente en otras
regiones tropicales y sub tropicales. Muchos autores consideran la familia unigenérica y
uniespecifica, con una sola especie Bixa orellana L. (Rivera y Flores, 1988).

Se cultiva entre las latitudes 250N y 250S a una altitud de 300 a 1000m.s.n.m. El ambito
de temperatura 6ptimo para su crecimiento oscila entre 24-30 °C.

Caracteristicas Botanicas de la familia Bixaceae

Caracterizado por poseer arboles pequefios o arbustos, la familia se caracteriza por
poseer hojas alternas, simples, enteras, palmatinervias y con estipulas; posee peciolos
largos y pusbescentes. Tanto la hojas como el tallo contienen una savia rojiza, las flores son
regulares; bisexuales en inflorescencias paniculares con cinco pétalos imbricados y

retorcidos en la yema. Los estambres numerosos con filamentos firmes. El fruto es una
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capsula con espinas cortas o sin ellas. El fruto contiene espinas numerosas, ovoides con una
testa roja, esta testa contiene el colorante amarillo-rojizo (Leal y Clavijo., 2010).
Por otra parte, otros autores consideran que, Bixaceae agrupa plantas perennes,
comprende 25 especies en cuatro géneros:
e Amoreuxia
e Bixa
e Cochlospermum
e Diegodendron (Riveray Flores, 1988).
Todas ellas distribuidas en México, pero no limitadas al pais (Poppendiek, 1980-1981,
Pioy col., 2014).
Género Amoreuxia
Abarca cuatro especies a nivel mundial, distribuidas desde el Suroeste de los Estados
Unidos de Norteamérica, pasando por Centroamérica y el Caribe, hasta el Norte de
Suramérica (Glnther, 1986). En Venezuela solo existe Amoreuxia wrightii esta restringida
a pequerfias poblaciones en pantanos estacionales de agua dulce de los alrededores de Coro,
Estado Falcon, al Sur del Parque Nacional Médanos de Coro, ademas se considera como
una especie en amenaza de extincién en practicamente todos los ambitos locales de su
rango de distribucion (Castillo, 2009).
Genero Bixa
El género Bixa es originado de América tropical y cultivado en los trdpicos, esta
representado por pequefios y grandes arboles, una especie ampliamente cultivada, es Bixa

orellana L., las otras especies estan restringidas a bosques de tierras bajas. Estas tienen
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como caracteristicas porte tnicamente lefioso, siendo arbustivas o arbéreas con latex rojo
anaranjado, hojas alternas simples, inflorescencias en paniculas terminales, flores
hermafroditas, fruto de tipo capsula ovoidea a esferoidal con apéndice agudo, semillas con
testa carnosa (Leal y Clavijo, 2010).
El género Bixa, esta formado por las siguientes especies:
e Bixaorellana L.
e Bixa arborea
e Bixa excelsa
e Bixa platycarpa
Género Cochlospermum
Varios representantes de Cochlospermum, se usan con propositos ornamentales, pues
son arboles que cuando estan desprovistos de hojas tienen a menudo flores Ilamativas
grandes, amarillas. Algunas Cochlospermaceae se usan en la medicina vernacula o nativa
(Poppendieck, 1980).
Formada por las siguientes especies
e Cochlospermum angolense
e Cochlospermum fraseri
e Cochlospermum gillivraei
e Cochlospermum intermedium
e Cochlospermum noldei
e Cochlospermum orinocense

e Cochlospermum planchonii
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e Cochlospermum regium

e Cochlospermum religiosum (L.)

e Cochlospermum tetraporum

e Cochlospermum tinctorium

e Cochlospermum vitifolium.

e Cochlospermum wittei (Govaerts, 2019).

Género Diegodendron

Es un género monotipico perteneciente a la familia de las bixaceas que tiene una Unica
especie, Diegodendron humbertii. Es originaria de Madagascar (Capuron, 1963).

Las familias Cochlospermaceae y Diegodendraceae son incluidas actualmente en la
familia Bixaceae soportado por analisis de la secuencia rbcL (Gen cloroplastidico) (Soltis,
Soltis, Endress y Chase, 2005).

Bixa orellana L.

Sus nombres comunes son: Axiote, achiote, bija, bijol, urucd, urucum, rocu, annatto,
orellana, entre otros.

Es un tinte a base de carotenoides que se extrae de las semillas de la planta tropical Bixa
orellana L. La etimologia del nombre binomial corresponde a Bixa, latinizacion del
portugués bija que significa “color rojo”, y orellana, dedicado al explorador espafiol,
Francisco de Orellana (Giuliano, Rosati y Bramley, 2003).

Esta especie es originalmente de América tropical (Smith, Williams, Plucknet y Talbot,
1992); Stringheta y Silva 2008), se cultiva en los tropicos de todo el mundo (Ramalho,

Pinheiro y Diniz, 1987).
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En Brasil, se ha identificado como una planta nativa de los Estados del norte y noroeste,
principalmente Amazonas Para, Paraiba, Piaui, Maranhao, Ceard y Bahia.

Caracteristicas botanicas de Bixa orellana L.

Es un arbol pequefio, generalmente de menos de 6 m, que alcanza hasta 8 m, con un
diametro de 15 a 20 cm en la base del tallo, copa ancha y abundantemente ramificado
(Cruz, Da Costa y Otoni, 2008).

Los frutos son ovoides y capsulas aplanadas oval, hemisféricoelipsoide o conico, que
contienen numerosas semillas, rodeado de una pulpa rojiza. Las capsulas se abren en dos
partes iguales y sus colores varian desde marrén oscuro o rojizo a verde o amarillo palido,
segun la variedad de plantas (Cruz y col., 2008).

Estan densamente cubiertas por espinas flexibles y tienen un promedio de 54 semillas
que contienen pigmento. Se produce fructificacion en todo el afio con un fuerte incremento
en invierno. Los frutos maduran a fines del verano y principios del otofio, las semillas son
angulares 3 a 4 mm de largo, cubiertas por una sustancia resinosa de color rojo amarillento,
que se vuelve seca dura y oscura al madurar. Bixina es el pigmento presente en mayor
concentracion en la semillas, que presenta mas del 80 % del total de carotenoides
(Stringheta y Silva, 2008; Costa y col., 2008). En la Figura 1, se muestran los frutos y

semillas de Bixa orellana L.
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Figura 1. Frutos y semillas de Bixa orellana L. (Stringheta y Silva, 2008).

La demanda interna es cubierta por importacion, debido a que no se le ha prestado
atencion al cultivo. Cabe destacar que no existen cultivares mejorados, apenas tipos
seleccionados. Los agricultores, en su mayoria, cultivan plantas resultantes de mezcla de
semillas nativas y provenientes de diferentes zonas del pais, encontrandose variaciones
evidentes en las caracteristicas del fruto (Mazzani y col., 2000). En la Figura 2, se muestran

las caracteristicas botanicas de Bixa orellana L.

Figura 2. Caracteristicas botanicas de Bixa
orellana L. (Shahid-Ul-Islam, Rather,
Mohammad, 2016).
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Bixa orellana L. tiene importancia econémica en América tropical como planta tintorea.
Los indios utilizan las semillas del onoto para extraer el color rojo, toman las semillas
maduras, que contienen el carotenoide bixina, las colocan en agua caliente y las agitan
constantemente hasta que el color pasa al agua, lo dejan asentarse y le dan forma de
panecillos, el tinte obtenido lo usan en sus adornos rituales. También lo utilizan para
colorear chocolate, queso y guisos (Heywood, 1985). En la Tabla 1, se muestra la

taxonomia de Bixa orellana L. (Leal y Clavijo, 2010).

Tabla 1.
Taxonomia Bixa orellana L.
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Bixaceae
Género: Bixa
Especie: Bixa orellana L.
Nombre botanico: Bixa orellana L.
Parte usada: hoja, flor, pigmento de las
semillas.

Compuestos quimicos reportados en Bixa orellana L.

Los pigmentos mas abundantes son los apocarotenos: Bixina, norbixina e isobixina, para
los cuales se describen varias propiedades farmacologicas pero no se les ha demostrado
accion antimalarica. Tambien estan presentes otros carotenoides: Orellina, s-caroteno (pro-
vitamina A), luteina, criptoxantina y zeaxantina (Hamzah, Skinner y Davis, 2003).

Segun Shahidul, Lugman y Fageer (2016), hay muchos constituyentes quimicos de Bixa

orellana L., que incluyen carotenoides, apocarotenoides, esteroles, compuestos alifaticos,
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monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos y otros compuestos miscelaneos que han sido
aislados e identificados de la semilla, corteza de las semillas y hojas de esta planta. En la
Tabla 2, se muestran 46 componentes quimicos, aislados en diferentes partes de Bixa

orellana L. Segun lo reportado por Shahid-ul-Islam y col. (2016).
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Tabla 2.
Compuestos quimicos de Bixa orellana L.

Numero  Clasificacion Componentes Parte de la planta Referencias
@) Metilhidrogeno-(9°Z)-6,6"-diapocaroteno-6,6"dioato (Bixina) Corteza de la semilla (Jondiko y Pattenden, 1989)
) Luteina Semillas (Tirimanna, 1981)
®3) Zeaxantina Semillas (Tirimanna, 1981)
(@) Dimetil(92,9°Z2)-6,6"-diapocaroteno-6,6"dioato Corteza de semillas (Jondiko y Pattenden, 1989)
5) Norbixina Semillas (Scotter, Wilson, Appleton y Castle, 1998)
(6) Metil (9°Z)-apo-6"-licopeonoato Corteza de la semilla (Mercadante, Steck, Rodriguez, Pfander y Britton,
(@) Metil-(7Z,92,9°Z)-apo-6"-licopeonoato Corteza de la semilla 1996)
(8) Metil-(9Z)-apo-8”-licopeonoato Corteza de la semilla (Mercadante y col., 1996)
9) Metil-(all-E)-apo-8’-licopeonoato Corteza de la semilla (Mercadante y col., 1996)
(10) Metil-(all-E)-apo-6"-licopeonoato Corteza de la semilla (Mercadante y col., 1996)
(11) Metil (9Z)-10"-ox0-6,10"-diapocaroteno-6-oate Corteza de la semilla (Mercadante, Steck y Pfander,1997)
(12) Metil (92)-6"-ox0-6,5"-diapocaroteno-6-oate Semillas (Mercadante y col., 1997)
(13) Carotenoides Metil (92)-6"-0x0-6,6"-diapocaroteno-6-oate Semillas (Mercadante y col., 1997)
(14) Metil-(4Z)-4,8-dimetil-12-oxododecia-1,2,4,6,8,10-pentanoato Semillas (Mercadante y col., 1997)
(15) 6-Geranilgeranil-8”-metil-6,8"diapocaroteno-6,8"-dioate Semillas (Mercadante y col., 1997)
(16) 6-Geranilgeranil-6"-metil-(9"Z)-6,6 diapocaroteno-6,6"-dioate Semillas (Mercadante y col., 1997)
17 6-Geranilgeranil-6"-metil-(9"Z)-6,6 "diapocaroteno-6,6"-dioate Semillas (Mercadante y col., 1999)
(18) trans-Bixina Semillas (Mercadante y col., 1999)

(Andersonw, Nair, Chandra y Morrison, 1997)

(19) Farnesilacetona Semillas (Jondiko y Pattenden, 1989)

(20) Octadecanoato geranilgeranilo Semillas (Jondiko y Pattenden, 1989)

(21) Terpenoides Formiato geranilgeranilo Semillas (Jondiko y Panttenden, 1989)

(22) oJ-tocotrienol Semillas (Frega, Mozon y Bocci, 1998)

(23 p-tocotrienol Semillas (Fregay col., 1998)

(24) S-humuleno Raices Galindo, Lubran y Rankin 2002; 2010)
(25) a-cariofileno Hojas y raices (Stohs 2014; Galindo y col., 2002; 2010)
(26) a-Copaeno Hojas y raices (Stohs, 2014)

(7)  rerenos a-Elemene Hojas (Stohs ,2014)

(28) cis-ocimene Hojas (Schneidere, Aron y Hinman 1965)
(29) Acido tomentosico Raices
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Tabla 2.
Compuestos quimicos de Bixa orellana L.

Numero Clasificacion Componentes Parte de la planta Referencias
(30) (Z, E)-Acetato de farnecilo (11,6 %) Aceite de semilla (Pinoy Correa, 2011)
(31) Compuestos Acetato de occidentalol(9,8 %) Aceite de semilla (Pino y Correa, 2011)
(32) volatiles Espatulenol (9,6%) Raices, semilla (Pinoy Correa, 2011)
(33) Aceite de semilla (Pinoy Correa, 2011)
(34) Acido acético Raices (Yong y col., 2013)
(35) 2-Butanamina Raices (Yong y col., 2013)
(36) Acido pentanoico Raices (Yong y col., 2013)
37) fenol Raices (Yong y col., 2013)
(38) Pantolactona Raices (Yong y col., 2013)
(39) Acido benzoico Raices (Yong y col., 2013)
(40) Otros compuestos Fitol Hojas (Raga, Espiritu, Chien y Ragasa,
(41) Estigmasterol Hojas 2011)
(42) Sitosterol Hojas (Raga ycol., 2011)
(43) Lecocianidina Hojas (Raga ycol., 2011)
(44) Acido elagico Hojas (Harborne, 1975)
(45) Luteolin Hojas (Harborne, 1975)
(46 Apigenina Hojas (Harborne, 1975)

(Harborne, 1975)

(Shahid-ul-Islam y col. 2016)
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Stringheta, Silva y Costa (2018), indicaron que Bixina (1) [6’-metil hidrogeno (9'Z)-cis-
6,6'-diapocaroteno-6,6'-dioato], es un diapocarotenoide, principalmente presente en las
semillas de B. orellana L, representando al menos el 80 % del carotenoide total presente en
la semilla (Shahid-Ul-Islam y col., 2014; Shahid-Ul-Islam y col., 2016).

Bixina, es el pigmento presente en "Paprika", una especie utilizada en América del Sur,
y esta presente en la preparacion de B. orellana L. en aceite, mientras que la norbixina y sus
sales son el pigmento principal para la preparacion de pigmento de B. orellana L. soluble
en agua (Stringheta y Silva, 2008).

Bixina, es el metil ésterdel &cido dicarboxilico de norbixina (Scotter y col., 1998),es
soluble en soluciones alcalinas concentradas, donde se somete a saponificacion, formando
la sal de norbixina,esta sal en medio &cido forma el &cido dicarboxilico de norbixina
(Stringheta y Silva, 2008). Como se muestra en laFigura 3, bixina (1), norbixina (5) y sal

de norbixina (47)
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Figura 3. Bixina, sal de norbixina y norbixina (Stringheta y col., 2018)

De Oliveira Janior y col., (2019). Lograron aislar trece (13) componentes quimicos de la
semilla seca de B. orrellana L., a través de analisis UPLC-DAD-MS/MS (Cromatografia
liquida de ultra alto rendimiento con detector de matriz de diodos acoplada a espectrometria

de masa).
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En la Tabla 3 y Figura 4, se muestran los nombres y estructuras respectivamente,

identificados en los extractos de las semillas de B. orellana L. por De Oliveira Junior y col.,

(2019).

Tabla 3.

Compuestos identificados en Bixa orellana L.a través
de andlisis UPLC-DAD-MS/MS (De Oliveira Janior y

col., 2019)
NUmero Compuesto
48 Naringenina
49 Acido 6,8’-diapocaroteno-6,8°-dioico
50 E-norbixina
51 Acido eicosatrienoico
52 Acido 6,7’-diapocaroteno-6,7’-dioico
53 Z-norbixina
18 E-bixina
54 Z-bixina
55 Geranilgeraniol
56 Metil-bixina
57 Acido 8-12’-apo-carotenoico
58 S-tocotrienol
59

j-tocotrienol
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Figura 4. Estructura de los compuestos identificados en B. orellana L. De Oliveira Junior y

col., 2019).
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Usos Farmacologicos de Bixa orellana L.

El uso terapéutico que se atribuye a la planta es muy variado y depende de la parte que
se va a utilizar. La informacion recogida por entrevista, durante la recoleccion de la muestra
y en diversas publicaciones, menciona que se emplea las semillas para tratar bronquitis,
hemorroides, engquemaduras, antidiarreico, antiemético, antidiabético y expectorante
(Alamed, Chaiyasit, McClements y Decker, 2009). La raiz es considerada antidisentérica,
antivenérea e hipoglicemiante y las hojas como desinflamatorio bucal, diurético,
antiinflamatorio prostatico (que es una de las propiedades méas difundida), enfermedades
del higado. En la medicina popular venezolana se emplea las hojas en decoccion para curar
las enfermedades del higado y limpiar la sangre. Cuando se las aplica en la frente y sienes

acttan como refrescante, en el dolor de muela y de cabeza (Leal y Clavijo, 2010).

En la Figura 5, se muestra en forma resumida la actividad farmacologica de Bixa

orellana L. segun, Shahid-Ul-Islam y col.(2016).
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Figura 5. Actividad farmacoldgica de Bixa orellana L. segun (Shahid-ul-Islam y col.,

2016).

Producto natural

Es aquel que es propio de una especie, se le conoce también como producto quimico y
en la mayoria de los casos no tiene utilidad aparente para el ser que lo sintetiza, a diferencia
de los metabolitos primarios o productos bioquimicos que presentan una utilidad definida y

gue son comunes a todos los seres vivos (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Metabolitos secundarios

Las rutas metabdlicas basicas constituyen los origenes del metabolismo secundario de
las plantas, dando lugar a una variada serie de compuestos, algunos de estos son
responsables de olores, colores de los vegetales, otros son responsables de virtudes
culinarias, medicinales o venenosas. Los metabolitos secundarios se acumulan en grandes
cantidades en las células vegetales o pueden ser expulsados fuera de éstas (Carrion y
Garcia, 2010).

Las plantas producen una gran variedad de compuestos bioactivos y metabolitos
secundarios como medio de defensa al ataque de insectos, microorganismos y de
adaptacion a ambientes adversos (temperatura, humedad, intensidad de luz, sequia, entre
otros) (Ramakrishna y Aswathanarayana, 2011).

Alcaloides

Son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que tienen en comun
tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo de nitrégeno en la
molécula, y exhiben actividad biol6gica (Avalo y Pérez, 2009). En la Figura 6, se muestra

la estructura quimica de la heroina (60) que pertenece al grupo de alcaloides.

Heroina (60)

Figura6. Estructura quimicadel alcaloide Heroina (Avalo y Pérez, 2009).
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Triterpenos

Entre los triterpenos, se encuentran esteroides y esteroles derivados del escualeno, una
molécula de cadena lineal de 30 carbonos de la que derivan todos los triterpenos ciclicos.
Los esteroides que contienen un grupo alcohol, y es el caso de casi todos los esteroides
vegetales, se denominan esteroles. Los més abundantes en plantas son el Estigmasterol y el
Sitosterol, que so6lo difiere del estigmasterol en la ausencia del doble enlace entre C 22y C
23 (Avalos y Pérez, 2009).

En la figura 7, Se muestran las estructuras quimicas de fungisterol (61), estigmasterol

(41) y sitosterol (42) que pertenecen al grupo de los triterpenos.

HO o~ HO ~

Estigmasterol (41) Sitosterol (42)

Figura 7. Estructura quimica de algunos triterpenos (Avalos y Pérez, 2009).

Saponinas
Son compuestos bioactivos encontrados principalmente en plantas, pero también en

algunos organismos marinos e insectos. Las saponinas son metabolitos secundarios que
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constituyen una gran familia de compuestos estructuralmente constituidos por un anillo
terpenoide o esteroidal, conocidos como aglicona o0 sapogenina, sustituidos por
oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos que les confieren un caracter anfifilico
(Heng y col., 2006). En la Figura 8, se muestran las estructuras quimicas de la sapogenina
(62) y acido 3-O-pD-glucopiranosil oleandleico (63) que pertenecen al grupo de las

saponinas.

OH

()

"0

o ',///

OH

Acido 3-O-B-D-glucopiranosil oleandlico

Sapogenina (62)

Figura 8.Estructuras quimicas de las saponinas (Heng y col., 2006).

Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la
polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc.Son compuestos de
bajo peso molecular que comparten un esqueleto comin de difenilpirano, compuesto por
dos anillos de fenilos ligados a través de un anillo de pirano (heterociclico) (Martinez,

Gonzélez, Culebras y Tufidn, 2002). En la Figura 9, se muestra las estructuras quimicas de
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antocianidina (64), flavanona (65) y chalcona(66) que pertenecen al grupo de los

flavonoides.

O
+ >
90

Z OH )
Antocianidina (64) Flavanona (65)
O OH O
@)
Chalcona (66)

Figura 9. Estructura quimicas de algunos Flavonoides (Martinez y col., 2002).
Fenoles
Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o0 mas grupos hidroxilo unidos a
un anillo aromético. Junto con las vitaminas, los compuestos fendlicos se consideran
importantes antioxidantes en la dieta, por ejemplo, se encuentran presentes en frutas,
hortalizas, raices y cereales (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila y Bravo, 2014). En la
Figura 10, se muestran las estructuras quimicas del acido cafeico (67) timol (68) que

pertenecen al grupo de los fenoles.
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Figura 10. Estructuras quimicas de algunos fenoles (Pefarrieta y col., 2014).
Quinonas

Entre los productos naturales, las quinonas estdn ampliamente representadas, bien sea
como nucleo principal de una estructura o formando parte de moléculas complejas
aromaticas o arométicas-alifaticas y a veces diméricas. Las quinonas constituyen un grupo
importante de pigmentos vegetales y animales (Marcano y Hasegawa, 2002). En la Figura
11, se muestran las estructuras quimicas de p-quinona (69), o-quinona (70) Yy

pirroloquinolona (71) que pertenecen al grupo de quinonas.

(0] o]
@/O
o .
p-quinona (69) 0-quinona (70)
0

Pirrologuinolina (71)

Figurall. Estructuras quimicas de las quinonas (Marcano y Hasegawa, 2002)
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Taninos

Son sustancias de origen vegetal, no nitrogenadas de estructura polifendlica, solubles en
agua, alcohol y cetona. Estas sustancias son de sabor astringente y tienen la propiedad
comun de curtir la piel, haciéndola imputrescible e impermeable al fijarse sobre sus
proteinas (Domingo y Lépez, 2003).En la Figura 12, se muestra la estructura quimica de la

corilagina (72) que pertenece al grupo de los taninos.

Corilagina ‘72)

Figura 12.Estructura quimica de un tanino (Cruz y col., 2001).

Cumarinas

Las cumarinas son una amplia familia de lactonas, mas de 1500 identificadas en méas de
800 especies de plantas, que actian como agentes antimicrobianos y como inhibidores de
germinacion (Avalo y col., 2009). En la Figura 13, se muestran las estructuras quimicas de
isocumarina (73), dicumarol (74) y psoraleno (75) que pertenecen al grupo de las

cumarinas.
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Figural3. Estructuras quimicas de las cumarinas (Avalos y Pérez, 2009).

Extractos vegetales

Son mezclas complejas de metabolitos secundarios, aislados de las plantas por diversos
métodos. Cubren un amplio espectro de efectos farmacol6gicos mostrando diversas
propiedades como antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos (Carrion y Garcia,
2010).

Preparacion de los extractos

Los extractos son preparados concentrados de consistencia solida, liquida o intermedia,
derivados generalmente de material vegetal desecado, se obtienen al evaporar parcial o
totalmente el disolvente en los liquidos extractivos de origen vegetal. Los extractos segun
su consistencia y concentracion de principio activo se clasifican en: extractos fluidos, secos,
blandos (Carrién y Garcia, 2010).

Extractos Fluidos

Los extractos fluidos son extractos de drogas que con la concentracién prescrita de

etanol, estan preparados de forma que una parte de droga corresponde a una parte o dos

34



partes del extracto fluido; teniendo en cuenta que 85 partes de droga seca corresponden a
100 partes de planta fresca. Por lo general los extractos fluidos se obtienen por percolacién
(Carrion y Garcia., 2010).

Extractos secos

Los extractos secos son aquellos que tienen una consistencia seca y son facilmente
pulverizables, se obtienen por evaporacion del disolvente y desecacion del residuo. Los
extractos secos no deben presentar un contenido de humedad mayor del 5% (Voigt, 1982),
presentan una concentracion muy superior de principio activo que la droga original, son
preparados bastante estables (aunque en ocasiones resultan higroscépicos) y de facil
manipulacion; como liquido extractor se utiliza alcohol de diversa concentracion y agua.
Actualmente es posible obtener extractos secos nebulizados, que son mas estables que los
tradicionales, por ser menos higroscopicos (Carriony Garcia, 2010).

Extractos blandos

Poseen una concentracion de principio activo superior a la de la droga original y tienen
consistencia semisolida, el disolvente suele ser agua con mezclas hidroalcohdlicas. Los
extractos blandos son poco estables y resultan dificiles de manipular; por lo que no se
utilizan (Carrion y Garcia, 2010).

Procesos de extraccion

Los procesos de extraccion mas simples empleados se dividen de acuerdo al disolvente
utilizado en:

Extraccion con agua

Infusion, destilacion por arrastre con vapor de agua y decoccion.
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Extraccion con solventes organicos

Maceracion, lixiviacion o percolacion, extraccion Soxhlet, digestion y por fluido
supercritico. La seleccidn de uno de ellos dependera de las necesidades y facilidades tanto
técnicas como econdmicas con que se cuenten (Gonzélez, 2004).

Extraccion Soxhlet

Método en caliente, que se desarrolla empleando solventes con puntos de ebullicion
bajo, para evitar la degradacion de la muestra, conveniente para obtener los extractos
crudos de las plantas (Gonzélez, 2004).

Digestion

En este proceso se agrega solvente caliente (con temperaturas no mayores a los 50 °C) al
material vegetal molido colocado en un material de vidrio de boca pequefia, la temperatura
del solvente permite una mayor extraccion de compuestos ya que la solubilidad de la
mayoria de las especies aumenta con la temperatura (Gonzalez, 2004).

Infusion y Decoccion

Tanto la infusion como la decoccion son procesos simples de extraccién con agua, en el
primer caso se agrega agua caliente o fria al material molido y luego se filtra; en el segundo
el material se hierve por espacio de 15 minutos con el agua (Gonzalez, 2004).

Seleccion del solvente

La eleccion del disolvente depende de parametros técnicos y econémicos como:

Selectividad, estabilidad, inercia quimica, temperatura de ebullicion no demasiado
elevada para permitir su eliminacion total, no demasiado baja para evitar las pérdidas;

seguridad de manipulacidn (si es posible no téxico ni inflamable) (Gonzalez, 2004).
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Los disolventes mas utilizados son los hidrocarburos alifaticos (hexano, propano o
butano liquido) y éter de petroleo. Aunque el benceno es un buen disolvente, su toxicidad
limita cada vez mas su utilizacion. Igualmente, se ha recurrido a disolventes halogenados y
al etanol. También se utilizan otros solventes como soluciones &cidas o alcalinas para la
extraccion selectiva de algunos compuestos, sin embargo se debe tener precaucion con el
pH de las mezclas para prevenir hidrélisis o reordenamiento de compuestos sensibles
(Gonzalez, 2004).

Extractos etandlicos

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima desecada de origen
vegetal, por maceracion o percolacion en contacto con etanol, seguida de la eliminacion de
dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos pueden ser sometidos a
determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar
notablemente la calidad del producto deseado (Gonzalez, 2004).

Obtencion de los extractos:

Maceracion

Es una extraccién que se realiza a temperatura ambiente. Consiste en remojar el material
vegetal, debidamente fragmentada en un solvente (agua o etanol, se prefiere el etanol
puesto que a largos tiempos de extraccién el agua puede propiciar la fermentacion o la
formacion de mohos) hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede
utilizar cualquier recipiente con tapa que no sea atacado con el disolvente; en éste se
colocan el material vegetal con el disolvente y tapado se deja en reposo por un periodo de 2
a 14 dias con agitacion esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se

recupera el solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto (Gonzalez, 2004).
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Percolacion

También conocido como lixiviacion, es uno de los procesos mas difundidos pues se
puede realizar con disolventes organicos en frio para preservar los compuestos termolabiles
que pudiera contener el material. Consiste en colocar el material fragmentado en un
embudo o recipiente cénico y hacer pasar un disolvente adecuado a través del mismo. No
es apropiado para resinas 0 materiales que se hinchen dado que el disolvente no percolara.
Se requiere agregar solvente constantemente (Gonzélez, 2004).

Estudio fitoquimico

Comprende el estudio de los metabolitos secundarios de origen vegetal y la metodologia
que se sigue depende de los objetivos de los mismos. Sin embargo, existen etapas comunes
gue no necesariamente ocurren al mismo tiempo. Las cuales se resumiran a continuacion
(Marcano y Hasegawa., 2002).

Seleccion del material

Prueba de actividad biol6gica

Examen quimico de las muestras

Pruebas quimicas de campo

Pruebas quimicas de laboratorio

Seleccion de las partes del material a analizar

Métodos de extraccion y fraccionamiento

Cromatografia.
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Examen quimico de las muestras

Pruebas quimicas de campo

Es conveniente llevar un “kit de pruebas” durante la recoleccion que permite hacer los
examenes mas sencillos y frecuente en muestras recién cosechadas ocurre a veces que los
resultados en el campo no son reproducidos en el laboratorio, cuando el material vegetal no
es fresco, como consecuencia de la descomposiciéon promovida por enzimas presentes en el
vegetal las pruebas mas comunes (Marcano y Hasegawa, 2002).

Alcaloides: El extracto proveniente de la maceracion del material con HCI diluido si
precipita con reactivo de Meyer 0 se somete a reacciones de color con reactivo de
Dragendorfo acido yodo platinico.

Saponinas: El extracto acuoso se agita. La aparicion de espuma es indicio de estos
compuestos.

Tanino: El extracto en NaOH al 10% se trata con unas gotas de solucion de gelatina al
1% la presencia de taninos se manifiesta con la precipitacion del complejo proteina-tanino.

Flavonoides: El extracto alcoholico se trata con un trozo de Mg y HCI. La formacion de
una coloracién roja es indicativa de flavonoides (Marcano y Hasegawa, 2002).

Pruebas quimicas de laboratorio

Las mismas pruebas preliminares de campo hay que repetirlas en el laboratorio, pero en
este caso los materiales deben ser aplicados a un extracto un poco mas elaborado. Sin
embargo, es conveniente efectuar una serie de pruebas rapidas que permiten decidir la
estrategia de separacion, la evaluacion fitoquimica se repite para los grupos principales de
sustancias tanto en el vegetal fresco, como en un “crudo” preparado por extraccion del

material vegetal molido(Marcano y Hasegawa, 2002).
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Alcaloides: El crudo se evapora hasta casi sequedad; si durante este proceso se detecta
olor de amoniaco o aminas, se evidencia alcaloides que ademas deben ser inestables. El
extracto casi seco se retoma con HCI 10 % y se agita con un solvente inmiscible
(diclorometano, cloroformo y acetato de etilo) y éste se separa. La fase acuosa se alcaliniza
y se extrae con un solvente inmiscible. Las tres fases se analizan para alcaloides por
separado (reactivo de Mayer, Dragendorf y Wagner) lo que permite detectar alcaloides
débilmente basicos, bésicos y sales cuaternarias de amonio en los tres extractos,
respectivamente (Marcano y Hasegawa, 2002).

Saponinas y esteroles: Estas se manifiestan por la formacion de una espuma cuando se
agita el material vegetal con agua. Esta espuma dificulta la extraccion. Una parte del crudo
total se hidroliza (HCI 10 % o H,SO,4 5 %, reflujo) y el hidrolizado se concentra y se extrae
con acetato de etilo o cloroformo.

La fraccion orgéanica debe contener las saponinas (agliconas de saponinas) y otros
materiales no hidrolizables. Tanto el crudo como el extracto organico proveniente del
hidrolisis, se analiza para esteroles y triterpenos (reaccién de Lieberman Bucher).

Los glicosidos se detectan por reaccion con una mezcla 1:1 recién preparada, de acido
3,5-dinitrobenzoico (2 %) y KOH (0,5 N) lo que produce coloracion violeta (Marcano y
Hasegawa, 2002)

Flavonoides: El crudo total se lleva a sequedad y se desgrasa con éter de petroleo. El
residuo se trata con HCI concentrado y virutas de magnesio. El test sera positivo para
flavonoides si se produce una coloracion roja al dejar en reposo la reaccion por unos 10 a

20 minutos y una gota del extracto total se absorbe sobre papel de filtro y se rocia con una
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mancha fluorescente amarilla bajo luz UV es indicativa de flavonoides (Marcano y
Hasegawa, 2002)

Taninos y polifenoles: Los compuestos fendlicos se detectan por la coloracion parda
que producen en presencia de una solucion de cloruro férrico al 1 %. Para ello el extracto
total es evaporado a sequedad y filtrado antes de la reaccién con cloruro férrico. Si los
fenoles estan presentes producen una coloracion marrén vy si al tratar el crudo con solucién
al 1 % de gelatina en NaCl al 1 %, se produce una precipitacion, el crudo contiene taninos
(Marcano y Hasegawa, 2002)

Antraquinonas: El crudo total llevado a sequedad, se extrae con KOH (0.5 N), se filtra,
se acidifica con acido acetico y se agita con benceno. Si la capa organica toma una
coloracion roja al alcalinizarla con hidroxido de amonio, hay antraquinonas presentes
(Marcano y Hasegawa, 2002)

Glicosidos ciandgenos: Al material fresco macerado se afiaden gotas de cloroformo y se
calienta a 50 — 70 °C en tubo cerrados, los vapores se ponen en contacto con un papel de
filtro impregnado en una solucion al 1 % de acido picrico en carbonato de sodio al 10 %.
Los compuestos ciandgenos se manifiestan como una mancha roja sobre el papel; el tiempo
de reaccion varia, puede tomar hasta 2 horas (Marcano y Hasegawa, 2002)

Determinacidn del contenido total de polifenoles:

Los polifenoles (PF) o compuestos fendlicos (CF), son moléculas naturales del
metabolismo secundario de las plantas que derivan de las vias de shiquimato y de los

fenilpropanoides (Munin y Lévy, 2011).
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El contenido de PF en las plantas y frutos tiene variaciones que dependen del genotipo,
especie, condiciones ambientales, grado de madurez, composicion del suelo, ubicacion
geogréfica y condiciones de almacenamiento (Haminiuk, Maciel, Oviedo y Peralta, 2012).

Ademas de participar en la funcion fisiolégica de los vegetales; También son
componentes importantes de la dieta humana, aunque no se consideran como nutrientes
(Prochazkova, Bousova, y Wilhelmova, 2011).

Origen, estructura y distribucién de los polifenoles

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenolicos. Estos
compuestos podemos denominarlos polifenoles. Se originan principalmente en las plantas,
que los sintetizan en gran cantidad, como producto de su metabolismo secundario. Algunos
son indispensables para las funciones fisiologicas vegetales, otros participan en funciones
de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso, etc.). Existen
varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcién del numero de anillos
fenolicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos
(Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012).

En los ultimos afios numerosos estudios han avalado los efectos beneficiosos de la
ingesta de polifenoles sobre la salud, especialmente sobre el sistema cardiovascular. Esto es
importante, porque las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en
el mundo. Los efectos de los polifenoles son fundamentalmente consecuencia de sus
propiedades antioxidantes. Estos compuestos presentan efectos vasodilatadores, son
capaces ademas de mejorar el perfil lipidico y atentian la oxidacién de las lipoproteinas de

baja densidad (LDL) (Quifiones y col., 2012).
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Fundamento del método Folin-Ciocalteu

El ensayo Folin-Ciocalteu, se utiliza como medida del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fenolicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion
azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo
contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sédico en é&cido fosférico y
reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra (Garcia, Fernandez, y
Fuentes, 2015).

El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio &cido), de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul
intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar el contenido en polifenoles. En la
Figura 14, se muestra la reaccion quimica del del reactivo de Folin-Ciocalteuy un

compuesto fenolico (Garcia y col., 2015).
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Figura 14. Reaccion quimica del reactivo de Folin-Ciocalteu y un compuesto
fenolico (Garcia y col., 2015)
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El mecanismo de reaccién es una reaccion redox, por lo que ademas puede considerarse
también, como un método de medida de la actividad antioxidante total. La oxidacion de los
polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una coloracién azulada que
presenta un maximo de absorcién a 765 nm, y que se cuantifica por espectrofotometria en
base a una recta patrén de acido galico. Se trata de un método preciso y sensible, que puede
padecer numerosas variaciones, fundamentalmente en lo relativo a los volimenes utilizados
de la muestra a analizar, concentracion de reactivos y tiempo de reaccion(Garcia y col.,
2015).

Actividad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que actuan protegiendo al organismo de la accién de
los radicales libres, retrasando el proceso de envejecimiento y combatiendo la degeneracion
y muerte de las células que provocan los mismos. Existen alimentos que contienen una gran
variedad de fitonutrientes, muchos de los cuales tienen estas propiedades, ademas de la bien
conocidas, vitamina C, E y los carotenoides (Gutiérrez, Ledesma, Gracia y Grajales, 2007).

Los radicales libres, son la principal amenaza oxidativa de las células, estos radicales
pueden ser enddgenos y exogenos, pueden inducir un amplio espectro de reacciones
nocivas para el organismo animal en especial el ser humano. Sin embargo, existen
sustancias que actlan como protectores, que, en conjunto con las moléculas ricas en
electrones, que el propio organismo produce pueden contrarrestar los efectos dafiinos y
estabilizar los radicales libres, dichas sustancias son conocidas como antioxidantes (Bello,
2005).

En los seres vivos, existen sistemas de defensa antioxidante que tienen la propiedad de

impedir la accion nociva de los radicales libres, habiéndose identificado compuestos con
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propiedades antioxidantes de naturaleza enzimatica como la catalasa, superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa, etc., asi como, sustancias no enzimaticas: ascorbato,
ferritina, ceruloplasmina, polifenoles, antocianinas(Guija, Inocente, Ponce, Zarzosa, 2015).

Cuando la defensa antioxidante es insuficiente para proteger al organismo de efectos
dafiinos de los radicales libres puede conducirlo al estrés oxidativo, condicion que esta
estrechamente vinculado a una gran diversidad de patologias como la psoriasis, cancer,
diabetes mellitus, aterosclerosis, cataratas, hipertension arterial (Guija y col., 2015).

Clasificacion de los antioxidantes.

Los antioxidantes pueden ser clasificados en dos tipos: antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos.

Antioxidantes enzimaticos: Las células de los tejidos biologicos poseen sistemas
enzimaticos que acttan como protectores de la oxidacion por medio de la inactivacion de
sustancias potencialmente oxidativas como las especies reactivas de oxigeno (EROS)
dentro de las que se incluyen el O,, el H,O y el OH’, inactivando el estado de oxidacion de
los metales de transicion, que son potenciales catalizadores de la oxidacion (Martinez y
col., 2008).

Entre las enzimas con las actividades antes descritas estan la catalasa que cataliza la
descomposicion de peroxido de hidrogeno (H.0,), la superdxidodismutasa que inhibe la
oxidacion lipidica catalizando la transformacién de superdxido (O;), la glutation
peroxidasa que cataliza la reduccion de los perdxidos lipidos y el perdxido de hidrogeno
por medio de la glucationa y las ferroxidasas que son enzimas catalizadoras de la oxidacion

del 6xido ferroso FeO a férrico Fe,O3 (Frontera, Herring, Micheli, y Silver, 2008).
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Antioxidantes no enzimaticos: Son un complemento de los enzimaticos que son
intracelulares, los antioxidantes no enzimaticos se encargan de compensar a los radicales
libres que son liberados o que pertenecen al espacio intracelular; en este grupo se incluye a
la vitamina E, el p-caroteno o precursor de la vitamina A y también la vitamina B que
forma parte de la enzima glutatiéon reductasa que regenera al glutation (Herrerias, Diaz y
Jiménez, 1996).

Principales antioxidantes presentes en la naturaleza

Vitamina C: funciona fisiolégicamente como un antioxidante soluble en agua, en virtud
de su alto poder reductor, es un cofactor para las enzimas involucradas en la biosintesis de
colageno, carnitina, y neurotransmisores in vitro y esto puede apagar una variedad de
especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrdgeno en ambientes acuosos
(Krinsky, Beecher, Burk, Chan, 2000).

Vitamina E: Funciona principalmente como un antioxidante que rompe la cadena que
impide la propagacion de la peroxidacion lipidica. Durante los procesos metabdlicos se
producen constantemente radicales libres toxicos y esta vitamina, es capaz de captar estos
compuestos y metabolizarlos, por lo que protege las membranas celulares, estructuralmente
son compuestos de naturaleza fenolica. Es un antioxidante que rompe la cadena que evita la
propagacion de reacciones de radicales libres (Packer, 1994).

Carotenoides: Estos compuestos se encuentran ampliamente difundidos en los
vegetales, en forma de pigmentos rojos, naranjas y amarillos. El betacaroteno es el
carotenoide mas conocido y se puede encontrar en casi todas las frutas y hortalizas de color
anaranjado, asi como en los vegetales de hojas verdes, es un precursor de la vitamina A.Los

carotenoides tienen la funcion de proteger las células vegetales de la oxidacion y por
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consiguiente, de la descomposicién, protegen las membranas celulares de la accion de los
radicales libres (Arguedas, Mora, Sanabria, 2015).

Meétodo del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y
plantas medicinales, pero aquella que ha recibido una preferencial atencién es la técnica
que utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. Este radical libre es susceptible a
reaccionar con compuestos a través de un proceso caracterizado por la cesion de un atomo
de hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante (Guija y col., 2015).

El fundamento del método DPPH, consiste en que este radical tiene un electrén
desapareado y es de color violeta, decolorandose hacia amarillo palido por reaccién con una
sustancia antioxidante; la absorbancia es medida espectrofotométricamente a 517 nm. La
diferencia de absorbancias, permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres
(Castafieda, Llica y Vasquez, 2008). En la Figura 15, se muestra la reaccion quimica entre

el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y una molécula antioxidante.

2, 2,

. o
P + R-H (antioxidante) —— NH R
O,N NO, O,N NO,
N02 N02
DDPH oxidado (violeta) DPPH reducido (amarillo)

Figura 15. Reaccién quimica entre el radical DPPH y una especie antioxidante (Castafieda
y col., 2008).
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Actividad Garrapaticida

En zonas tropicales y subtropicales del mundo, la actividad ganadera se ve influenciada
por un sinnimero de factores, tanto de caracter climatico, como por enfermedades y
parasitos, que reducen considerablemente la producciéon y fecundidad de los animales
domeésticos, pilar fundamental del sustento nutricional y econdémico de varios paises
(Yaguana, 2016).

Uno de los principales parasitos que afecta a la actividad ganadera en Sudameérica es la
garrapata, cuyos dafios son devastadores; por su accion hematofaga, por lo que, al chupar
gran cantidad de sangre de sus hospedadores, ocasionan anemia, y por ende, disminucion
del desarrollo corporal, de la produccion lactea, produccion de carne, bajo rendimiento en
el trabajo, bajo indice de fecundidad y una grave predisposicion a enfermedades
infecciosas, o por su accion expoliatriz, provocando grave dafio a la piel, por lo cual
pierden mucho su valor (Yaguana, 2016).

Garrapata

La garrapata, es un artrépodo aracnido de extensa distribucion, que tiene importancia
tanto en el aspecto econémico como en la sanidad humana y animal. Es un factor limitante
en el desarrollo del proceso ganadero, especialmente en paises de clima céalido tropical y
subtropical. Ademas, las garrapatas presentan aptitudes como vectores de la gran mayoria
de rickettsias patdgenas, de las borreliosis, piroplasmosis, theileriosis, anaplasmosis y

enfermedades por virus (L6pez, 1999).
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Especies de garrapatas comunes en el ganado de Venezuela

Venezuela cuenta con extensas areas de clima tropical favorables para el desarrollo de
numerosos ectoparasitos, tales como Boophilus microplus, la garrapata tropical del bovino,
la cual fue reportada por primera vez en Venezuela en 1919 (Diaz-Ungria, 1971). Este
ixddido es responsable por la transmision de enfermedades hemotrépicas del bovino, tales
como la babesiosis y la anaplasmosis, las cuales estan ampliamente distribuidas en el pais
(Toro, 1990). Sin embargo, estudios serologicos longitudinales de ambas enfermedades,
realizadas en los Gltimos afios han mostrado una incidencia de anaplasmosis mas alta en la
época de lluvias, por lo que se presume que Anaplasma marginale es transmitido tambiéen
por otros artropodos diferentes a B. microplus y por practicas de manejo deficientes (James,
Coronado, Lépez y Meléndez, 1985).

Las especies de garrapatas que han sido citadas en el ganado bovino en Venezuela son
las siguientes Boophilus microplus (Power y Silvestri, 1985),Amblyomma
cajennense,Amblyomma maculatum, y Anocentor nitens(Hernandez, 1986).

El principal método de control de B. microplus,es la aplicacion de ixodicidas (Fragoso y
col., 1999; Redondo y col., 1999). El control quimico se ha vuelto ineficaz en algunas
regiones debido a la aparicidn de garrapatas resistentes a estos productos. La resistencia es
uno de los mayores problemas, debido a que la disponibilidad de nuevos antiparasitarios es
cada vez mas escasa (Fragoso y col., 1999).

Control de garrapatas en Venezuela

El control de garrapatas en Venezuela esta basado exclusivamente en el uso de
acaricidas, debiendo resaltar el hecho de que el mismo no responde a ninguna politica

oficial de control (campafia u otros). Consecuentemente, esas medidas de control son
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aplicadas sin la supervision oficial del MAC. La ausencia de una politica oficial de control
de garrapatas se ha traducido en el uso de acaricidas bajo esquemas o estrategias que
responden a una presion de mercado, con escasa 0 nula asistencia técnica acerca del uso
correcto de los acaricidas. Como ejemplo podemos citar que la bioecologia de B. microplus
es desconocida por la gran mayoria de los ganaderos, y por lo tanto, el control de este
ixddido se realiza a través de la aplicacion de acaricidas a cada 21 dias, de acuerdo al ciclo
de esta garrapata (Alvarado, 1996).

El control de garrapatas se efectla basicamente mediante tratamientos garrapaticidas
aplicados por aspersion, inmersion, sobre el dorso del animal y topica (Nufiez, Mufios, y
Moltedo, 1982). En Venezuela se ha reportado variacion en la aplicacion de garrapaticidas
pero predominando la aplicacion por aspersion. Asi en el estado Zulia la aplicacion de
garrapaticidas por aspersion para 1978 en el distrito Urdaneta fue de 100 % (Hernandez,
1978). Mientras que en el distrito Perija para 1986 fue de 91,8 % (Hernandez, 1986).

Hernandez reporta que en el intervalo y nimero de tratamientos garrapaticidas por el
animal es variable en los dos Distritos mencionados del estado Zulia. Asi mismo, los
principios activos de garrapaticidas utilizados y la permanencia de su utilizacion son
también variables y no obedecen a directrices técnicas (Hernandez, 1986).

Resistencia

Se define como la capacidad adquirida por individuos de una poblacion parasita que les
permite sobrevivir a dosis de quimicos que generalmente son letales para una poblacion
normal (Woodham, Gonzélez, Lopez y Guerefia, 1983; Nari y Hansen, 1999). Existen

varios tipos de resistencia como:
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La resistencia cruzada (RC) es el mecanismo que utilizan especies de insectos
resistentes para sobrevivir a la exposicién de insecticidas relacionados quimicamente,
usando un patron de detoxificacion genérico (Metcalf, 1989).

La resistencia multiple (RM) es la utilizacion de varios mecanismos hacia la accion de
varias clases de insecticidas no relacionados quimicamente (Metcalf, 1989).

La resistencia a acaricidas de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus seha
documentado en todos los paisesdonde el control quimico ha sido el métodode eleccion
para tratar infestaciones del ganado (FAO, 2003; 2004).Segun un estudio en el casode
Antioquia, Colombia,los estudios in vivo e in vitro en algunos municipios han mostrado que
efectivamenteexiste un problema de resistencia a la mayoria de acaricidas comerciales
(LopezVillar, Chaparro, Miller y Pérez, 2015; Puerta ycol., 2015; Villar y col., 2016). Para
demostrar que se trata de unaresistencia innata y no de una mala aplicacion o preparacion
de los productos, sehan realizado pruebas in vitro recomendadas por la FAO (2004);
simultaneamente sehan hecho estudios de campo empleando las guias recomendadas por la
AsociacionMundial para el Avance de la Parasitologia (Holdsworth, Kemp y Green, 2006).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

R. microplus, se distribuye a nivel mundial en las regiones tropicales y subtropicales.
Esta garrapata es endémica en el subcontinente indio, gran parte de Asia tropical y
subtropical, el nordeste de Australia, Madagascar, el sudeste de Africa, el Caribe, México y
varios paises en América Central y del Sur. Ha sido erradicada de EE.UU., pero algunas
veces se la puede encontrar en Texas o California en la zona de cuarentena que sirve como

area de amortiguamiento en la frontera con México (Roque, 2015).
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En la Figura 16, se muestra la hembra adulta degarrapata Rhipicephalus microplus
(anteriormente conocida como Boophilus microplus). Considerada la garrapata mas
importante del ganado bovino a nivel mundial. Una alta carga de estas garrapatas en los
animales puede disminuir la produccion y dafar los cueros. R. microplus también puede
transmitir la babesiosis y la anaplasmosis. Bajo condiciones experimentales, esta garrapata

puede transmitir Babesia equi, que causa la piroplasmosis equina (Roque, 2015)

Figura 16. Hembra adulta de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Roque, 2015)

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, garrapatas del ganado vacuno, son un grupo de
parasitos artropodos hemat6fagos causantes de una enfermedad parasitaria externa que
afectan a los bovinos en todas sus edades, causandoles una anemia perjudicial para la
produccion e irritacion y malestar en los animales. Son garrapatas simples con ojos, los
machos miden de 3 a 4 mm, hembras de 10 a 12 mm (Soldrzano, 2008).

El dafio que causan las garrapatas a los bovinos varia en la mayoria de los casos segun el

numero de parésitos, en animales severamente infestados ocurren casos de anemia y
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pérdida de peso. Ademas de esto, algunas hembras generan una toxina paralizante.
(Soldrzano, 2008).

En la Tabla 4 se muestra la deRhipicephalus (Boophilus) microplus (Cordero de
Campillo y col., 1999).

Tabla 4.
Clasificacion taxonomica de la garrapata
Boophilus microplus (Cordero de Campillo y col., 1999).

Reino Animal

Phylum Arthropoda

Sub-phylum Chelicera

Clase Aracnida

Grupo Parasitiformes

Orden Acarina

Sub-orden Ixodoidea

Familia Ixodidae

Género Amblyomma,Bothriocroton,

Dermacentor, Haemaphysalis,
Hialomma, Ixodes,Nossomma,
Rhipicentor y Rhipicephalus
Boophilus

Especie R. microplus

Caracteristicas generales de la garrapata del género Rhipicephalus (Boophilus)

El cuerpo por lo general es robusto, semejante a un frijol, constituido por una sola masa
que se puede dividir en tres porciones conocidas como gnathostoma, podosoma y
opistosoma (Mestra, 2004).

La primera porcion o gnathostoma: Corresponde al aparato bucal, conformado por
dos pinzas o kelas que utiliza para cortar la piel, dos pedipalpos que cumplen una funcién
sensorial para detectar pieles delgadas y vascularizadas y un hipostoma con dientes
dirigidos hacia atrés que utiliza como 6rgano de fijacion (Mestra, 2004).

La region del podosoma: Es considerada como el cuerpo propiamente dicho y en ella

se encuentran ocho patas. (Mestra, 2004).
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El opistososma: Es la parte posterior del cuerpo de la garrapata; en ella se encuentra el
orificio anal y las placas quitinosas que protegen los érganos respiratorios conocidos como
peritremo (Mestra, 2004).

En el borde posterior se forman pliegues que se dilatan cuando la garrapata se alimenta y
son conocidos con el nombre de festones. La parte dorsal de las garrapatas duras se
encuentra protegida por un escudo total en machos y parcial en hembras (Mestra, 2004).

Esta diferencia se debe a la necesidad que tienen las hembras de alimentarse de sangre y
aumentar de tamafo para realizar el desove. En la cara ventral se encuentra una serie de
escudos con diferentes denominaciones segun su ubicacion: escudos genitales, pregenitales,
anales o adanales. La division entre las placas o escudos recibe el nombre de surcos,

algunas veces con nombres similares (Mestra, 2004).

Ciclo de vida de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

R. microplus, es una garrapata de un sélo huésped; pasa todos sus estadios de vida en un
animal. Los huevos hacen eclosion en el medio ambiente y las larvas se arrastran por el
pasto u otras plantas para encontrar un huésped. También pueden ser transportadas por el
viento. En el verano, las garrapatas de la especie R. microplus, pueden sobrevivir durante
un periodo de hasta 3 0 4 meses sin alimentarse. En temperaturas mas frias pueden vivir sin
alimento hasta seis meses. Las garrapatas que no pueden encontrar un huésped finalmente

mueren de inanicion (Mestra, 2004).
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Las garrapatas recién nacidas (larvas) se suelen encontrar adheridas a las zonas méas
finas de la epidermis tales como la cara interna de los muslos, los flancos y las patas
traseras. También se las puede observar en el abdomen y el pecho. Después de alimentarse
las larvas sufren dos mudas y se convierten en ninfas y posteriormente en garrapatas
adultas. Cada estadio de desarrollo (larva, ninfa y adulta) se alimenta una sola vez, pero la
alimentacion dura varios dias (Forti, da Silva, Neves, Alves, Peixoto y Dos Santos, 2010).

Las garrapatas macho adultas maduran sexualmente después de la alimentacion y se
aparean con hembras que estan alimentandose. Una garrapata hembra adulta que se ha
alimentado y apareado se separa de su huésped y deposita una gran cantidad de huevos en
el medio ambiente. Por lo general, colocan los huevos en grietas o detritus, o debajo de las
piedras. La garrapata hembra muere después de la oviposicion. Las garrapatas en el
subgénero Boophilus pueden completar su ciclo de vida en un plazo de 3 a 4 semanas; esta
caracteristica puede causar una gran carga de garrapatas en los animales (Forti y col, 2010).

La necesidad de métodos de control de garrapatas mas seguros, menos agresivos al
hombre y al medio ambiente ha estimulado la bldsqueda de nuevos acaricidas a partir de
extractos vegetales, que de forma aislada o en combinacion, retrasen el desarrollo de
resistencia o reduzcan el problema de los residuos por su caracteristica biodegradable (Forti
y col, 2010).

El desarrollo de plaguicidas “organicos” 0 “biologicos” obtenidos preferiblemente desde
recursos autoctonos y que muestren una mejor relacion costo-eficacia, es necesario
establecer un uso adecuado, pues en general, cada vez que las garrapatas sobreviven a la
aplicacion de un producto quimico natural o de sintesis, transmiten la informacion genética

de como sobrevivir, a posteriores generaciones (Forti y col., 2010).
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Se ha confirmado la resistencia al acaricida para organofosforados sintéticos.
Piretroides, amitraz, ivermectina, fpronil y mas recientemente fluazurén (Reck y col.,
2014).

Métodospara determinar la actividad garrapaticida

Se han utilizado dos técnicas para evaluar la suceptibilidad a los acaricidas quimicos
utilizando larvas de garrapatas: la prueba de paquete larval (LPT) (Stone y Haydock, 1962)
y la prueba de inmersion de larval (LIT) (Shaw, 1966). En ambas técnicas, la respuesta se
evalla en funcion del porcentaje de larvas muertas después del tratamiento. EI método
LPL, es recomendados por Food and Agriculture Organization de las Naciones Unidas
(FAO, 2004), como método estandar para el diagnostico de resistencia al acaricida. En el
presente estudio, evalué dos metodologias para evaluar (Webster y col., 2018).

Prueba de paquete de larvas (PPL): Esta sustentada y desarrollada en una serie de
ensayos con garrapatas B. microplus durante muchos afios en el CSIRO, Australia y fue
adoptada por la FAO (2004), como la principal prueba de diagndstico de resistencia en
garrapatas. Consiste en exponer larvas de garrapatas en una superficie de papel filtro
previamente impregnado con ixodicidas. La mortalidad larval se cuantifica 24 horas
después. (Rodriguez y col., 2005)

Prueba de inmersion de larvas (PIL): Este método descrito por Shaw (1966), no ha
sido ampliamente usado en el diagnéstico de resistencia ni promovido por la FAO.
Generalmente emite un diagnostico en aproximadamente seis semanas, el mismo tiempo
requerido para la prueba de paquete de larvas. Se han realizado estudios comparativos
donde se concluye que los resultados de la prueba de inmersién pueden ser comparados con

los resultados del paquete de larvas. (Rodriguez y col., 2005)
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Prueba de inmersién de adultas (PIA): Esta prueba fue descrita y desarrollada por
(Drummond, Graham, Ernest, 1967), para determinar la eficacia de nuevos ixodicidas
contra varias especies de garrapatas. Fue adaptada como prueba de resistencia en varios
laboratorios, pero nunca fue estandarizada. Los bioensayos estandarizados para el
diagnostico de resistencia de una muestra de garrapatas son valiosos, porque fenotipifican
la respuesta poblacional al ixodicida. Posiblemente su principal desventaja es que requieren
de gran namero de larvas y varias semanas para obtener resultados (Rodriguez y col.,
2005).En nuestro estudio se utilizara el método de Prueba de paquete de larvas (PPL).
Sistema de Variables

Variable independiente:

Composicion quimica de los extractos de las partesaéreas de Bixa orellana L.
Contenido de polifenoles totalesen el extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa
orellana L.
Variable dependiente:
Actividad antioxidantedelos extractos de las partes aéreas de Bixa orellana L.

Actividad garrapaticida del extracto etandlico, de las partes aéreas de Bixa orellana L.
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Tabla 5

Operacionalizacion de la variable independiente componentes quimicos del extracto.

Variable

Tipo de Variable

Definicion Conceptual

Definicion
Operacional

Dimensién y categorias

Indicador

Composicién quimica

Independiente

Estudio de los
componentes quimicos
de las plantas que
comprende la
extraccion, separacion
y deteccién de dichos
componentes mediante
formacion de
compuestos colorados,
cromatografia,
radiacion 0
fluorescencia  (Flores,
Castafieda, Montiel, y
Hernandez, 2014).

A través de tamizaje
fitoquimico

Presencia de Alcaloides,
Carotenoides,
Flavonoides, Fenoles
Triterpenos, entre otros.

Formacién de precipitado,
reacciones de  color,
turbidez, entre otros.

Contenido de polifenoles
(PF)

Independiente

Es la cantidad de
compuestos polifendlicos y
tipos presentes en un
analito, varia en funcion de
la especie vegetal, variedad
y parte del vegetal
considerada (fruto,
semillas, brotes, hojas)
(Garcia y col., 2015).

A través del método
Folin-Ciocalteu.
Tungstofosfato
molibdofosfato) a pH
basico dando una
coloracion azul.

Contenido de compuestos
fendlicos, que se
evidencia por cambio de
color 'y lectura en
espectrémetro UV a 765
nm

Contenido de &cido
galico en mg del
extracto, medido a
partir de wuna curva
patrén de &cido galico.

( Chacon y Morillo, 2019).
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Continuacién Tabla 5.
Operacionalizacion de las variables

Variable Tipo de
Variable

Definicion Conceptual

Definicion
Operacional

Dimensidn y categorias

Indicador

Actividad antioxidante Dependiente

Se centra principalmente en
la blisqueda de compuestos
capaces de capturar radicales
del medio ambiente que lo
rodea (Contreras y col,
2017).

Meétodo del DPPH

Compuestos :
Alcaloides
Flavonoides
Taninos
Fendlicos,
entre otros

% de inhibicion.
ICso

Actividad garrapaticida Dependiente

Es la capacidad que poseen
ciertas sustancias quimicas
inorganicas 0
microbiol6gicas liquidas o
solidas que producen efectos
sobre una garrapata (Cantd y
Garcia, 2013).

Prueba de paquete
de larvas (PPL)

Contaje de larvas muertas y
vivas

% de mortalidad de
garrapatas a través de
formula de Abbot
DLs, , a través de
analisis de regresion
lineal PROBIT

( Chacon y Morillo, 2019).

59



Hipotesis

Bixa orellana L., pertenece a la familia Bixaceae y género Bixa, de acuerdo a los
estudios realizados y la composicion quimica reportada se le atribuye una amplia variedad
de efectos farmacoldgicos, por lo anteriormente expuesto, es posible que los extractos de
las partes aéreas de Bixa orellana L. recolectada en la localidad de San Juan de Coldn,
estado Tachira, posea actividad antioxidante y garrapaticida, contra la especie
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, que afecta el ganado.

Hipotesis nula

Bixa orellana L., pertenece a la familia Bixaceae y género Bixa, de acuerdo a los
estudios realizados y la composicion quimica reportada se le atribuye una amplia variedad
de efectos farmacoldgicos por lo anteriormente expuesto, es posible que los extractos de las
partes aéreas de Bixa orellana L. recolectada en la localidad de San Juan de Colon, estado
Tachira, no posea actividad antioxidante y ni garrapaticida, contra la especie Rhipicephalus

(Boophilus) microplus, que afecta el ganado.
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CAPITULO HI

Marco metodoldgico

Tipo de Investigacion

El estudio realizado fue de tipo confirmatorio, segun Hurtado (2010), lo define como un
tipo de investigacion cuyo proposito consiste en precisar diferencias y semejanzas entre dos
0 Mas grupos con respecto a un mismo evento. En este caso serian la composicién quimica
de Bixa orellana L. y su actividad bioldgica con el fin de determinar la relacion que existe
entre ambas.

Disefio de la investigacion

Tomando en consideracion queel disefio de la investigacion se relaciona en como el
investigador maneja la realidad partiendo de una serie de actividades organizadas que
indican los pasos para la recoleccion y analisis de datos, por lo tanto el disefio es la
estructura a seguir en una investigacion, ejerciendo el control de la misma a fin de
encontrar resultados confiables y su relacion con los interrogantes surgidos de los supuestos
e hipotesis delproblema, asi lo expresa Tamayo (2004). De manera tal, que la investigacion
se efectud con un disefio experimental debido a que la especie vegetal Bixa orellana L. se
sometio bajo condiciones controladas en el laboratorio con el fin de observar los efectos y
reacciones producidas.

Poblacion y Muestra

Poblacion

La investigacion requiere de una poblacion determinada a fin de realizar el analisis
pertinente, en este caso, la poblacion es la totalidad de un fenémeno de estudio, incluye la

totalidad de unidades de analisis o entidades de poblacion que integran dicho fenémeno y
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que debe cuantificarse para un determinado estudio integrando un conjunto de entidades
que participan de una determinada caracteristica, y se le denomina poblacién por constituir
la totalidad del fendmeno adscrito a un estudio o investigacion (Tamayo, 2004). En el
presente estudio, la poblacidn estuvo conformada por la especie vegetal Bixa orellana L,fue
recolectada en la ciudad de San Juan de Colon, Estado Tachira.

Muestra

El estudio asume una muestra, la cual es una parte (sub-conjunto) de la poblacién
obtenida con el proposito de investigar propiedades que posee la poblacion (Parra, 2003).
En esta investigacion la muestra estuvo conformada por las partes aéreas de la Bixa
orellana L.

Materiales y Métodos

Recoleccion material del vegetal

La especieBixa orellana L.fue recolectada en el sector de Las Floresen la localidad de
San Juan de Colon, Municipio Ayacucho, Parroguia San Juan de Colon, altitud 802
m.s.n.m. Estado Tachira,fue identificada botanicamente por el Ing. Juan Carmona, del
Departamento de Farmacognosia y Medicamentos Orgéanicos, de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis. ULA.

Se depositd una muestra y se elabord un voucher, bajo el N° 05, en el Herbario MERF.
Dr. José L. Ruiz Teran, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los
Andes, En la Figura 17, se muestra la recoleccién de la especie vegetal y en la Figura 18,

los datos del vaucher, que tiene fecha 30 de septiembre de 2017.
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Figura 17.Recoleccion de la especie Bixa orellana L.
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Figura 18. Vaucher de Bixa orellana L. depositado en el Herbario MERF. Dr.
José L. Ruiz Teran, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ULA
Secado y molienda del material vegetal
Para tal fin, se utilizaron hojas, tallos y flores de la planta, aproximadamente 1 Kg, luego
se cortaron en trozos pequerios, se colocaron en la estufa a 40 °C durante 48 horas, fueron
molidas y se pesaron en la balanza Denver Instrument XL 3100 (Figura 19) obteniéndose
380 g del material vegetal seco y molido, este material fue empaquetado, rotulado y

almacenado en un lugar seco a temperatura ambiente.

Figura 19. Balanza analitica
Denver Instrument XL 3100
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Obtencion de los extractos de la Bixa orellana L.

Se pesaron 100 g del material vegetal seco y molido; de las partes aéreas de B. orellana
L., se colocaron a macerar por 48 horas con el solvente hexano, se filtrd, por gravedad para
eliminar el sélido, y se concentraron hasta sequedad en un rotaevaporador IKA RV 10
digital a 45 °C, este procedimiento se repitid tres veces y luego se cambid el solvente a
diclorometano y finalmente aetanol, siguiendo el mismo procedimiento para cada uno;Cada
uno de los extractos fueron almacenados en frascos herméticamente tapados, previamente
tarados y rotulados, se procedio a la identificacion de los metabolitos secundarios, a través
de pruebas especificas (tamizaje fitoquimico).

En la Tabla 6 se muestra rendimiento obtenido de los extractos de las partes aéreas de B.

orellana L.
Tabla 6.
Rendimiento de los extractos obtenidos de las partes aéreas de B. orellana L.
Extracto Gramos (g) Rendimiento en %
Hexanoico 1,02 1,02
Diclorometanoico 3,78 3,78
Etanolico 1,98 1,98

Determinacion de la Composicion quimica cualitativa a través de las pruebas
correspondientes (Tamizaje fitoquimico).

La determinacién de la composicion quimica de los extractos de las partes aéreas de B.
orellana L., se realiz6, en el Laboratorio de Productos Naturales, del Instituto de
Investigaciones de La Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA, bajo la supervision de

la Prof. Marielba Morillo.
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Estas pruebas se realizaron sobre los extractos hexanoico, diclorometanoico y etanolico.
Acontinuacidn, se describen estas pruebas de identificacion quimica cualitativa.

Prueba par alcaloides

Reaccion de Dragendorff, Wagner y Meyer

Se pesaron 100 mg del extracto etanolico y se le adicion6 10 mL de HCI al 10 % y se
colocaron en bafio de maria hasta ebullicion por 30 minutos (Figura 20). Se filtré y el
filtrado obtenido se distribuy6 en 3 tubos de ensayo. Se adiciond a cada tubo gotas del
reactivo correspondiente (Dragendorf, Wagner y Meyer). La aparicion de turbidez o

precipitado indican la positividad de la prueba.

Figura 20.Bafio de maria en la prueba de alcaloides

Prueba para Fenoles
Reaccion de Cloruro férrico (FeCls): Se afiadié 1 mL de solucién alcohdlica de cada
una de los extractos, se agregd una gota de solucion acuosa de FeCls al 10 %. La formacién

de color azul o verde indico la presencia de fenoles.
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Prueba de Flavonoides

Reaccion de Shinoda: se tomd 1 mL de solucion de cada extracto. Se afiadieron algunas
virutas de Mg, se sujetd el tubo con una pinza, se afiadié cuidadosamente por la pared del
tubo unas gotas de HCI concentrado. La aparicion de una coloracién naranja o violeta, se
considera una prueba positiva.

Prueba de Taninos

Reaccion de Gelatina: el extractoetandlico secose disolvio en agua, aparte se preparo
una solucion al 10 % de gelatina y se puso en contacto con el extracto acuoso. La
desnaturalizacion de la proteina que se evidencia con la presencia de un precipitado o la
ruptura de la gelatina, se considera positiva la prueba.

Prueba de Triterpenos y/o esteroles.

Reaccion de Lieberman: se disolvieron los tres extractos (hexanoico, diclorometanolico
y etanolico) en diclometano, Se afiadio 0,5 mL de anhidrido acético a cada uno. Luego se le
adiciono cuidadosamente por las paredes del tubo una gota de acido sulfarico concentrado.
La aparicién de un color verde indica la presencia de esteroles y si es color rojo son
terpenos.

Prueba de Saponinas

Reaccion espuma: La presencia de saponinas se manifiesta por la formacién de espuma
cuando se agita vigorosamente el material vegetal con 1 mL de agua durante 1 minuto. La

espuma debe permanecer por 5 minutos de lo contrario la prueba se considera negativa.
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Prueba de Cumarinas

Disolver el extracto en su propio solvente (0,5 mL) adicionar gotas de hidroxido de
amonio concentrado. Se considera positiva la prueba si se presenta una fluorescencia azul-
violeta bajo luz UV.

Prueba de Quinonas

Se le adicionan gotas de hidroxido de amonio en el extracto disuelto en el etanol, se
considera positiva la prueba para antraquinonas si hay la presencia de una coloracion roja
que aparece en los dos primeros minutos.

Determinacion de los Polifenoles totales, a través del método de Folin-Ciocalteu.

La determinacion de los polifenoles totales, se llevd a cabo en el Departamento de
Farmacognosia y Medicamentos Organicos Y el Instituto de Investigaciones de La Facultad
de Farmacia y Bioanalisis. Bajo la supervision de las Profesoras: Maria Eugenia Rondon y
Marielba Morillo.

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (tungstofosfato
y molibdofosfato) a pH béasico dando una coloracion azul que es sensible de medir a
765nm.

Procedimiento:

Solucion de acido gélico: En un matraz aforado, se disolvieron, 50 mg de acido galico
en 100 mL de etanol (o acetona: agua 1:1 v/v). La solucién se conservo en refrigeracion.

Solucion de carbonato de sodio 0.7 M: Se disolvieron 74,19 g de carbonato de sodio
en 800 mL de agua desmineralizada y se llevd a ebullicion. Se dejo enfriar hasta alcanzar

temperatura ambiente y se completd hasta 1 L de agua.

68



Curva de calibracién: se preparé una solucion inicial del patron (acido galico) a 50
mg/L se diluyeron10 mL de la solucién madre de acido galico a 100 mL con etanol. En la
Tabla 7 se muestran las diferentes concentraciones de acido galico, con la que se construyd
la curva de calibracion, y las diferentes proporciones en mL de los diferentes componentes

de la reaccién de Folin-Ciocalteu.

Tabla 7.
Diferentes concentraciones de acido galico, con la que se construyé la curva de calibracién

Concentracion en mg/L

Componentes de la Reaccion 0 5 10 20 25 30 40 50
Solucion de patron acido galico 0 0,1 02 04 05 06 07 08
Etanol (acetona/agua 1:1) (mL) 1 0,9 08 06 05 04 02 0
Reactivo Folin Ciocalteu (mL) 5 2 5 5 2 5 2 2
Reactivo carbonato-tartrato(mL) 8 8 8 8 8 8 8 8

Procedimiento:

Se mezclaron bien los tubos, utilizando un agitador vortex, secolocaron en la oscuridad,
hasta esperar 30 minutos para que se desarrollara el color azul y asi proceder a efectuar las
lecturas en el espectrofotometro a 760 nm. Trazar la curva de calibrado
concentracion/absorbancia

Analisis de los extractos: tomar 1 mL de la muestra filtrada y afiadir 0,5 mL de Rx folin
ciocalteu y a los dos minutos 2 mL de solucién de carbonato de sodio, esperar 30 minutos

para que se desarrolle el color. Efectuar la lectura en elespectrofotometro a 760 nm vy
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extrapolar los valores de absorbancia en la curva de calibrado para obtener los valores de
concentracion de compuestos fendlicos en el extracto (Ainsworth y Gillespie, 2007).
Contenido de compuestos fendlicos:

La determinacion de fenoles totales en el extracto etandlico de las partes aéreas de B.
orellana L., es considerado un valor arbitrario, ya que se relaciona la absorbancia de la
muestra con la absorbancia del fenol estdndar a través de sus respectivas curvas de
calibracién, se determina de acuerdo a la ecuacion obtenida a partir de la curva de
calibracidn del acido galico (y = ax + b). Las cantidades reportadas, se expresaran como pg
equivalentes de acido galico por mg de extracto (Ainsworth y Gillespie, 2007).

Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo)

La determinacion de la actividad antioxidante, por el método DPPH, se llevo a cabo en
el Departamento de Ciencias de Los Alimentos, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.
ULA bajo la supervision de la profesora Marielba Morillo.

Procedimiento para la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos de
las partes aéreas de Bixa orellana L.

e Se llevd acabo un barrido inicial para determinar si los extractos hexanoico,

diclorometanoico y etandlico, mostraban actividad antioxidante.

e Se tomaron 4 mg del extracto hexandico, diclorometanoico yetandlico y se

colocaron en un tubo de eppendorf y cada uno se diluy6con 1 mL de metanol por

separado.
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Utilizando 3 tubos de ensayo por cada uno de los extractos (por triplicado) se
colocaron, 700 uL. de DPPH y 300 uL de la dilucion anterior, estos se dejaron en
reposo durante 30 minutos en oscuridad.

Luego de 30 minutos se procedio a medir la absorbancia en el espectrofotometro
Genesys 10 Bio Thermo Electron Corporation a una longitud de onda de 517 nm.
Una vez que se determiné el % de inhibicion (% 1) de cada uno de los extractos, se
seleccionaron los extractos que presentaron un % | igual o mayor a 50.

Se preparé una solucién madre de concentracion 1 mg/mL, de cada uno de los
extractos seleccionadosy a partir de la misma se prepararon varias diluciones (500,
250, 150, 100, 50, 25 ppm), como se muestra en la Tabla 10, donde se pueden
observar las diferentes proporciones en pL de solucion madre y metanol.

Tabla 8.

Diluciones del extracto para determinar la actividad antioxidante por el método
DPPH.

Concentracion en pg/mL

500 pL 250 uL 150 pL 100l 50l 25pul

Solucién madre
(1 mg/mL)

500 pL 250uL 150 pL 100pL 50pL 25 pL

Metanol 500 pL 750 uL 850 pL 900 uL 950 pL 975 pL

e Se prepararon varias diluciones de acidos ascorbico para construir una curva
patron, como se muestra en la Tabla 9. donde se pueden observar las diferentes

proporciones en pL de solucion madre y metanol.
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Tabla 9.

Diluciones empleadas para realizar la curva patrén de acido ascorbico
Concentracion pg/mL

100 75 50 25

Solucion madre (176 pg/mL) 5682 uL  426,1 uL  284,1uL  142,1 uL

Metanol 431,8uL  5739uL  7159uL  857,9 uL

En la Figura 21 se muestra las diluciones de los extractos de las partes aéreas de B.
orellana L., en precencia del reactivo DPPH y en la Figura 22, se muestra el
espectrofotometro Genesys 10. Bio Thermo Electron Corporation, del Departamento de
Ciencias de Los Alimentos, Facultad de Farmacia, ULA, utilizado para hacer las

mediciones de absorbancia a 517 nm, en la determinacién de la actividad antioxidante.

Figura 21. se muestra las diluciones de los
extractos de las partes aéreas de B. orellana
L., en precencia del reactivo DPPH
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Figura 22. Espectrofotometro Genesys 10.
Bio Thermo Electron Corporation

También se utilizo la Balanza andlitica Sartorious BP2215; max 220 g d=0,1 mg
Determinacion de la actividad garrapaticida por el método prueba de paquete de larvas
(PPL).

La determinacion de la actividad garrapaticida de los extractos de las partes aereas de B.
orellana L., fue realizada en el Laboratorio de Farmacognosia, del Departamento de
Farmacognosia y Medicamentos Organicos, bajo la supervision de las profesoras: Maria
Eugenia Ronddn, Vanesa Hernandez y Marielba Morillo.

Procedimiento:

Recoleccion de los parasitos en el ganado vacuno:

La recoleccion de las garrapatas, se realizo el dia 12 de julio de 2019, en la finca del
sefior Humberto Belandria, ubicada en Chiguara, estado Meérida (Distrito Sucre a 40
minutos de la ciudad de Mérida y a 15 minutos de la ciudad del Vigia. La temperatura
promedio es de 28° C y una altitud de 840 msnm), para tal fin se tomaron 30 garrapatas

adultas ingurgitadas, directamente del animal y se almacenaron en un frasco seco, con tapa.
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Inmovilizacién de la garrapata

Se utilizaron 30 garrapatas R. microplus, adultas ingurgitadas, las cuales se pegaron con
cinta adhesiva en placas de vidrio para obtener la masa de huevos tras su incubacion por 18
dias a 26° C en cabinas de vidrio.

En la Figura 23, se muestra las garrapatas adultas de la especie R. microplus,

ingurgitadas, sobre la cinta adhesiva.

Figura 23. Garrapatas adultas de la especie
R. microplus, ingurgitadas, sobre la cinta
adhesiva.

Obtencion de los huevos

Después de aproximadamente 7 dias desde la recoleccion (19 de julio de 2019),
ocurrié la ovoposicion (Figura 24). La masa de huevos de R. microplus, se recolecté en
tubos de ensayo tapados con algodon en cantidad suficiente para no permitir la fuga de
las larvas (Figura 25), fueron llevados a incubacion nuevamente bajo las mismas

condiciones de temperatura y humedad por 21 dias.
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Figura 25. Recoleccion de masa de
huevos de R. microplus, en tubos de
ensayo

Obtencion de las larvas
Luego de la eclosion de los huevos se dejé madurar las larvas de R. microplus, por 14
dias més, en la Figura 26. Se observan las larvas de R. microplus, observadas a traves de

la lupa estereoscopica.

75



Figura 26. Larvas demR. microplus, observadas a
través de la lupa estereoscopica

Desarrollo de la prueba

Utilizando capsulas de Petri con un papel filtro adosado en el fondo (Figura 27), se
realiz6 una prueba inicial a la concentracion maxima del extracto etandlico de las partes
aéreas de B. orellana L. 20 %, para tal fin, se pesaron 2 g del extracto etanolico de Bixa
orellana L. y se diluy6 hasta 10 mL con una solucién de Tween 80 en agua destilada al 2

%, para saber si el extracto mostraba actividad o no sobre las larvas de garrapata.

Figura 27. Placas de Petri con papel filtro
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Control positivo y control negativo:
Se prepararon tres capsulas del control negativos (Solucion Tween 80 al 2 % en agua
destilada) y tres capsulas para el control positivo lvermectinaal 1 % (diluida con agua

destilada al 0,1 %).

Figura 28. Control positivo Ivermectina al 1 %

Con una pipeta automatica se procedié a impregnar los papeles filtro, dentro de la
capsulas identificadas, con 2 mL de la concentracion, correspondiente del extracto de Bixa
orellana L. Posteriormente se colocaron sobre el papel filtro de 100 - 120 larvas por
capsula (con un pincel) y se sellaron con cinta adhesiva de manera hermética cada una, para

evitar que se escapen las larvas, como se muestra en la Figura 29.

Figura 29. Capsulas de Petri, sembradas
conlarvas de R. microplus y sometidas a la
accion del extracto al 20 %.
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Todas las capsulas (extracto y controles) fueron colocadas en una camara de vidrio
(Figura 30), en las mismas condiciones de temperatura y humedad explicadas
anteriormente y se esperd 24 horas para hacer el conteo de las larvas muertas y vivas

utilizando una lupa estereoscépica (Figura 31) y pinzas entomoldgicas.

Figura 30. Placas de Petri sembradas con larvas de R.
microplus y sometidas a la accion del extracto al 20 % en
camara de vidrio.

Figura 3l.Lupa estereoscopica del
Laboratorio de Farmacognosia, Facultad
de Farmacia y Bioanalisis, ULA.
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En caso de que el extracto tenga actividad, se prepararan, 5 diluciones mas del mismo,
de 10 %, 5 %, 2,5 %, 1,25 %, 0,625 %, usando el mismo control positivo y negativo, se
probaria la actividad garrapaticida por triplicado, siguiendo el mismo procedimiento.

Para la determinacién del porcentaje (%) de mortalidad

Se consideran larvas muertas aquellas que no caminan ni mueve sus patas. Se contara el
namero de larvas muertas por capsula y el total de larvas por capsula utilizando una lupa
estereoscopica y pinzas entomoldgicas calcula mortalidad corregida con la formula de
Abbott (1925).

Esta correccion se logra a través de la formula de Abbott, en la cual:

% Mc = x 100

Donde:

% Mc = Porcentaje de Mortalidad corregida

X = Porcentaje de larvas vivas en el control

Y = Porcentaje de larvas vivas en el tratamiento

Si el porcentaje de mortalidad en el control excede el 20 %, se debe descartar el

bioensayo para ser repetido nuevamente (Busvine, 1971).
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CAPITULO IV

Resultados y discusiones

Estudio fitoquimico de los extractos de las partes aéreas de Bixa orellana L.

Se llevé a cabo una serie de pruebas para determinar cualitativamente los compuestos
quimicos presentes en los diferentes extractos de las partes aéreas de Bixa orellana L.
El tamizaje fitoquimico preliminar permiti6 comprobar enlos extractoshexanoico y
diclorometanoico la presencia de esteroles y en el extractoetanolico: Alcaloides, esteroles y
polifenoles (Figura 32). En la Tabla 10, se presentan los resultados del estudio fitoquimico
de los extractos hexandico, diclorometanoico y etandlico de las partes aéreas de esta planta.

Tabla 10.

Estudio fitoquimico de los extractos de las partes aéreas de Bixa orellana L.
Metabolitos

- Prueba Extractos
Secundarios
Hexandico Diclorometanoico Etandlico
: Dragendorf +++
Alcaloides Wagner I
Mayer +++
Esteroles Lieberman-Buchner +++ +++ +++
Terpenos Lieberman-Buchner - - -
Polifenoles Fe Cl; - - +++
Flavonoides Shinoda - - -
Saponinas Prueba de la espuma - - -
Taninos Prueba de gelatina - - -
Cumarinas Luz UV - - -
Y Quinonas Hidroxido de amonio - - -

+++ Muy abundante, ++ abundante, + presente en pocas concentraciones.
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Figura 32. Resultados de Pruebas cualitativas de tamizaje fitoquimico de los
extractos de las partes aéreas de B. orellana L.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio fitoquimico, coinciden, con lo reportado por
Padro y col., (2017), quienes determinaron la composicion quimica en la tintura al 10 % de
Bixa orellana L., recolectada en Cuba, reportaron, alcaloides, esteroles y fenoles, sin
embargo, difieren de nuestro trabajo, en algunos compuestos quimicos como: Cumarinas,
saponinas, flavonoides, azlcares reductores, triterpenos y taninos.

Por otra parte, Shahid-ul-Islam y col., (2016), reportaron 46 compuestos quimicos,

identificados por algunos investigadores, en varios estudios realizados en diferentes partes
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de la planta, de la especie, Bixa orellana L., entre los que se encontraban: Carotenoides,
terpenoides, compuestos volatiles y otros compuestos, entre los que podemos mencionar
esteroles, flavonoides y polifenoles. En nuestro estudio logramos identificar
cualitativamente, esteroles y polifenoles, ademas de los alcaloides presentes en el extracto
etandlico de la planta.

De igual manera Mufioz (2015), determind la composicion de fitoconstituyentes
presentes en las hojas de Bixa orellana L., los resultados obtenidos, coinciden con los
nuestros, en la presencia de alcaloides y esteroles, sin embargo, difieren en algunos
metabolitos secundarios como: triterpernos, antocianidinas, flavonoides, saponinas
ytaninos, los cuales, estan ausentes en nuestro estudio.

Las diferencias, observadas al comparar nuestro trabajo, con el de otros investigadores,
puedendebersetanto a los factores climaticos, como fisioldgicos de la planta,se conoce, que
determinados rangos de temperatura, luz, precipitaciones intervienen directamente en la
germinacién, crecimiento y desarrollo de las plantas y que estos factores no se comportan
por igual para todas, ni durante todo su ciclo de vida (Acosta, 2003).

Debido a que, en los diferentes estudios realizados por otros investigadores, muestran
diferentescomposiciones quimicas de Bixaorellana L, recolectada en diferentes partes del
mundo, donde hay caracteristicas ambientales diferentes a Venezuela, podria ser este, un
factor a tomar en cuenta, que explicaria, la diferencia en cuanto a la composicion quimica
de nuestros extractos.

Gershenzon (1984), reporté que la disponibilidad de agua, contribuye a la produccién de
taninos condensados; al encontrarse en periodo de escasez de agua, las plantas cierran sus

estomas y restringen el proceso de fotosintesis, de este modo se esperaria una relacion
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negativa entre el estrés hidrico y la produccion de compuestos fendlicos. Esto es muy
importante ya que afecta, la produccion de metabolitos secundarios.

Otro aspecto inherente a la planta y que incide en el contenido de taninos, es la parte de
la planta a la cual pertenece, por lo cual, se ha determinado que el contenido de dichos
metabolitos en el peciolo es diferente del que hay en la hoja. Por su parte, Oncina, Botia y
Ortuiio (2000), demostraron que las diferentes partes de la planta, presentan distintas
productividades de metabolitos secundarios, y que se acumulan cantidades de metabolitos
diferentes de acuerdo con la parte de la planta a la cual corresponde tal acumulacion.

Segun, Waterman y Mole (1994), el contenido de metabolitos secundarios, esta
influenciado por la velocidad de crecimiento, la madurez, la condicion nutricional del
suelo, la depredacion y las enfermedades. Asi mismoVaron y Granados(2012), afirmaron
que la aparicion de los compuestos secundarios esta relacionada con los mecanismos de
defensa de la planta y los efectos del suelo y del clima.

Cuantificacion de fenoles totales del extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa
orellana L., por el método de Folin-Ciocalteu.

Curva de calibracion del acido gélico

El contenido de polifenoles del extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa orellana
L., fue determinado por el método de Folin-Ciocalteu, en la Tabla 11 se muestra la lectura
de absorbancia de las distintas concentraciones de la solucién de acido galico empleada

como patron.
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Tabla 11.
Lectura de absorbancia de las distintas concentraciones de la
solucion de acido galico empleada como patron.

Concentracion Absorbancia a 760 nm
de Acido galico (mg/mL) A Ao A3
10 0,118 0,193 0,155
20 0,362 0,432 0,397
25 0,532 0,574 0,553
40 0,919 0,925 0,922
50 1,100 1,098 1,099

En el Grafico 1. Se muestra las curvas de calibracion del &cido galico, con sus

correspondientes ecuaciones de la recta.

Curva de calibracion del acido galico

1,2 y=0,0251x - 0,1211
R? = 0.9944
e
S 1
(@]
©o,8 y.=0,024x - 0,0707
© R? =0,9951
So,6 2
o 8=
= y =0,0229x - 0,0204
Soa % B R? =0,9957
= :
38
0,2
< §
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentracién mg/mL

Grafico 1. Curva de calibracion de acido galico
Las curvas de calibracion del acido galico, se realizaron por triplicado, y las
correspondientes ecuaciones de la recta (y= 0.0251x-0.1211, R?*= 0.9944; y= 0.024x-
0.0707, R?= 0.9951; y= 0,0229x — 0,0204, R?* = 0,9957), se emplearon para cuantificar el
contenido total de fenoles en la muestra analizada, Los valores de absorbancia del extracto

etandlico de las partes aéreas de Bixa orellana L., fueron reemplazados en la ecuacion,
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pudiéndose determinar el contenido total de fenoles. En este estudio, el contenido de
fenoles totales de los extractos etanolicos, de las partes aéreas de Bixa orellana L., se
corresponde a 0,89 + 0,07ug AG/mg de extracto seco (Tabla 12).

Tabla 12.

Cuantificacion de fenoles totales del extracto etanolico de las partes aéreas de Bixa
orellana L.

g Absorbancia 760 nm [ 1ug AG/mgde AG/mg de
Extracto  Concentracion extracto seco [el(‘:rgacto sec% +
ug/mL M A2 A3 C, C, Cs DE
Etanodlico 50 1,137 1,135 1,136 0,89 0,81 0,97 0,89 +0,07

AG = &cido galico
No existen diferencias estadisticamente significativa entre datos (p >0,05), con un nivel de
confianza de 95 %.

Estudio estadistico

En la Tabla 13, se muestra el estudio estadistico de la cuantificacion de fenoles totales

del extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa orellanal.y en la Tabla 14, el andlisis de

varianza ANOVA.
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Tabla 13.
Estudio estadistico de la cuantificacion de fenoles totales del
extracto etanolico de las partes aéreas de Bixa orellana L.

Absorbancia

Concentracion pg de Acido

760 nm galico / mg de extracto

N Vélidos 3 3

Perdidos 0 0
Media 1,1410 0,8933

. 0,00058 0,04910
Error tip. de la media
Mediana 0,1360 0,8600
Desv. Tip. 0,00100 0,8800
Varianza 0,000 0,04359
Rango 0,00 0,002
Minimo 0,14 0,08
Maximo 0,14 0,81
Tabla 14.

Analisis de varianza de la cuantificacion de fenoles totales del extracto
etandlico de las partes aéreas de Bixa orellana L.

ANOVA
Suma de | Megji_a F Siq.
cuadrados g cudratica g
Regresion 0,002 1 0,002 1,815 0,407
Residual 0,001 1 0,001
Total 0,004 2

La variable independiente es absorbancia 760 nm.
La variable dependiente es concentracion pg de Acido galico/ mg de

extracto

Son pocos los trabajos de investigacion que reportan el contenido de polifenoles totales en

la especie B. orellana L., sin embargo, Guimet (2012), evalud la concentracion de

polifenoles totales, del extracto de las hojas de Bixa orellana L. en ocho morfotipos,

recolectados en Peru. El morfotipo 3, fue el que presentd mayor cantidad de polifenoles,

equivalente a 48,72 + 0,36 mg de catequina (CTQ)/100 g, y el que tuvo menor cantidad fue
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el morfotipo 4 con 43,45t 0,52mg de CTQ/100 g. Presentando menor cantidad de
polifenoles que el reportado en nuestro estudio, donde la concentracién de polifenoles
totales, del extracto etandlico de las partes aéreas de B. orellana L. fue de 0,86 pg de acido
galico/mg de extracto (86 mg AG/100 g de extracto), esta diferencia se puede deber a la
edad de la planta, desarrollo, factores extrinsecos como la temperatura, humedad, calidad
del suelo, el clima y por factores intrinsecos a nivel genético, que inciden directamente en
la produccion de metabolitos secundarios (Sharapin, 2000).

Ademas, Cabrera y col. (2017), encontraron que los metabolitos secundarios varian de
acuerdo a la edad de la planta, demostrando que el estado de desarrollo de éstas afecta la
biosintesis y acumulacion de estos compuestos quimicos, siendo las hojas jovenes maduras
las que secretan mayor cantidad de ellos, de esta manera puede afectar la produccion y
acumulacion de compuestos fendlicos y flavonoides.

Otro factor que influye en la variedad de compuestos fendlicos producidos por la planta,
es la disponibilidad de nutrientes, por ejemplo, el estrés producido por nitrégeno provoca la
expresion de genes de la ruta de los flavonoides, mientras que para el caso de la
disponibilidad de nitrato la ruta directamente afectada es la de los fenilpropanoides (Sousa
y 2008).

Valares (2011), afirmd, que la diferencia de factores climéaticos en la sintesis de
metabolitos secundarios como flavonoides, terpenos y fenoles, podrian deberse,a que, en la
mayoria de los ecosistemas, existen grandes diferencias, en las variables meteorologicas a
lo largo del afio e interanualmente. Esto es muy importante al afectar la variabilidad

temporal en la produccion de metabolitos secundarios.
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Jahangir, Abdel, Kim, Choi y Verpoorte, (2009), mostraron que factores ambientales,
como temperatura y luz, son desencadenantes de las vias biosintéticas, de manera que las
concentraciones de compuestos fendlicos se incrementan cuando las plantas estan expuestas
a la luz solar.

Actividad antioxidante de los extractos de las partes aéreas de Bixa orellana L.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH.

La actividad antioxidante fue determinada por el método DPPH, previamente se realizo un
barrido inicial con los extractos hexanoico diclorometanoico y etandlico de las partes aéreas
de Bixa orellana L., con el fin de conocer si estas presentaban potencial antioxidante. En la
Tabla 15, se muestran los resultados, de la determinacion del porcentaje de inhibicion (% I)
del radical DPPH, de los diferentes extractos (barrido inicial) a una concentracion de

4mg/mL.

Tabla 15.
Determinacion del potencial antioxidante de los extractos de las partes aéreas de Bixa
orellana L. a una concentracion de 4 mg/mL.

517 nm
. Tercer
Extractos Primera Segunda Media % .,
lectura lectura Inhibicién
lectura
Hexandico 0.475 0.481 0.481 0.479 20,0
Diclorometanoico 0.152 0.166 0.163 0.160 73,3
Etandlico 0.108 0.117 0.115 0.113 81,1
DPPH 0,599 0,599 0,599 0,599
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El potencial antioxidante fue calculado utilizando la siguiente ecuacion

(Absorbancia DPPH — Absorbancia Muestra)

% Inhibicion =
% Inhibicion (Absorbancia DPHH)

X100

Extracto hexanodico

%I = (0,599 = 0479) « 100 = 20,03 o%
T T (0,599) e

Extracto diclorometanoico

%I = (0,599 = 0,160) + 10 = 73,28 %
T T(0,599) T oeE

Extracto etanolico

%I = (0599~ 0113) + 100 = 8113 %
T T (0,599) IR

Realizado el barrido inicial se pudo evidenciar que el extracto hexandico de las partes
aéreas de Bixa orellana L.presento un % de inhibicion del radical DPPH, por debajo de 50
%, por lo que, se descartd, por no presentar, actividad antioxidante importante, a diferencia

de los extractos diclorometanoico y etandlico que presentaron un % de inhibicion del

radical DPPH, mayor a 50 %, indicando que tienen actividad antioxidante.
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Actividad antioxidante de los extractos etandlico y diclorometanoico de las partes
aéreas de Bixa orellana L. por el método DPPH.

En la Tabla 16, se muestran los resultados de % inhibiciondel radical DPPH,
correspondiente a la curva patron del acido ascérbico y en el Grafico 2, se muestra la curva

de calibracioén del acido del acido ascorbico.

Tabla 16
Curva patron de acido ascorbico
[] . Promedio  DE %I
pg/mL Absorbancia N
A Ao A3

176 0,022 0,022 0,029 0,024 0,0 95,6
100 0,044 0,038 0,031 0,038 0,01 93,9
75 0,16 0,162 0,172 0,165 0,01 73,4
50 0,271 0,304 0,291 0,289 0,02 53,4
25 0,461 0,463 0,456 0,460 0,0 25,7
DPPH 0,62 0,619 0,619 0,619 0,0
Blanco 0,062 0,061 0,067

% de Inhibicion del acido ascorbico

120
y =0.8984x + 5.45
100 R2=10.9936

80

60

40 e

% de Inhibicién

20

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion pg/mL

Gréfico 2: Porcentaje de inhibicidn (% I) del acido ascorbico.
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Porcentaje de inhibicion del extracto etandlico y diclorometanoico, de las partes

aéreas de Bixaorellana L.

La actividad antioxidante se determind en los extractos etandlico y diclorometanoico de
las partes aéreas de Bixa orellanaL., a traves del método DPPH, en la Tabla 17, se muestran
los resultados de % | del radical DPPH, obtenidosen los extractos etanolico y

diclorometanoico, de las partes aéreas de Bixaorellana L.

Tabla 17.
Actividad antioxidante de los extractos etanolico y
diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa

orellana L.
Concentracion % | % |
(mg/mL) Etanol Diclorometano
0,025 10,7 £ 0,4 59+0,2
0,05 17,4+£04 8,5+0,6
0,1 26,5+ 0,4 nd
0,15 39,7+0,3 144+0,3
0,25 64,2+0,2 19,2 +0,7
0,5 87,1+0,1 31,0+0,1
0,176 95,6 £ 0,0 95,6 £ 0,0

nd= no determinado. Existen diferencias estadisticas
significativas entre datos (p>0,05), con un nivel de
confianza de 95 %
En el Grafico 3, se muestra el porcentaje de inhibicion (%l) del radical DPPH, por los
componentes quimicos presentes en el extracto etandlico de las partes aéreas de

Bixaorellana L, comparado con el %l del &cido ascorbico a la concentracion de 0,176

mg/mL.
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Porcentaje (%) de inhibicion del extracto
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Grafico 3. Porcentaje de inhibicidn del extracto etanolico de las partes aéreas de
BixaorellanaL.
Se pudo observar y comprobar que el extracto etandlico, de las partes aéreas de B. orellana
L., a su maxima concentracién de dilucion 0,5 mg/mL, mostré un porcentaje de inhibicién
de los radicales DPPH de 87,1 + 0,1, muy cercano al % | del &cido ascorbico, utilizado

como control positivo, que fue de 95,6 a la concentracion de 0,176 mg/mL (Grafico 3).

Estudio estadistico
En la Tabla 18, se muestra los datos estadisticos de la actividad antioxidante del extracto

etanolico de las partes aéreas de Bixa orellana L.
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Tabla 18.
Datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto etandlico, de las partes aéreas de Bixa

orellana L.
Concentracion %
mg/mL Inhibicion
N Validos 6 6
Perdidos 0 0
Media 0,1792 40,9333
Error tip. de la 0,07200 12,04217
media
Mediana 0,1250 33,1000
Moda 0,03? 10,70%
Desv. tipica. 0,17636 29,49716
Varianza 0,031 870,083
Rango 0,48 76,40
Minimo 0,03 10,70
Maximo 0,50 87,10
Suma 1,08 245,60
a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los
valores.

En la Tabla 19, se muestran los analisis de varianza ANOVA de una sola via de la

actividad antioxidante del extracto etanolico, de las partes aéreas de Bixa orellana L.

Tabla 19.
Analisis de varianza ANOVA de una sola via de la actividad antioxidante
del extracto etanolico, de las partes aéreas de Bixa orellana L.

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Regresion ~ 4128,536 1 4128,536 74,429 0,001
Residual 221,877 4 55,469
Total 4350,413 5

La variable independiente es concentracion (mg/mL).
La variable dependiente % de inhibicion (% ).
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En el Grafico 4, se muestra el porcentaje de inhibicion (% 1) del radical DPPH, del
extracto diclorometanoico, de las partes aéreas de Bixa orellana L.comparado con el % |

del &cido ascorbico a la concentracion de 0,176 mg/mL.

Porcentaje (%) de inhibicion del exiracto
diclorometanoico delas partes aéreas de B, orelluny
95 6
100.0
30.0
50.0
o
S 70.0
2 2
5 600 g
—E 500 E
"o 400 31.0 i
S a00 19.2 E:
& 14.4 ' -
20.0 - ac D
e
0.o
0.025 0.05 D15 0.25 05 0.176
Concentracién (mg/ml.)

Grafico 4. Porcentaje de inhibicidn del extracto diclometanoico de las partes aéreas de Bixa
orellanaL.

Segun los resultados, se pudo observar que la capacidad antioxidante del extracto
diclorometanoico es moderada, ya que a su maxima concentracion de dilucién el porcentaje
de inhibicion fue de 31,0 + 0,1, en comparacién a 95,6 del acido ascérbico utilizado como

control positivo (Grafico 4).

En la Tabla 20, se muestra los datos estadisticos de la actividad antioxidante del extracto

diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa orellana L.
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Tabla 20.

Datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto diclorometanoico, de las partes aéreas de
Bixa orellana L.

Concentracion %
mg/mL Inhibicion

N Validos 5 5

Perdidos 1 1
Media 0,1950 15,8000
Error tipico. de la 0,08602  4,44893
media
Mediana 0,1500 14,4000
Moda 0,03? 5,90°
Desv. tip. 0,19235 9,94812
Varianza 0,037 98,965
Rango 0,48 25,10
Minimo 0,03 5,90
Maximo 0,50 31,00
Suma 0,98 79,00
a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de
los valores.

En la Tabla 21, se muestran el andlisis de varianza ANOVA, de una sola via de la
actividad antioxidante del extracto diclorometanoico, de las partes aéreas de Bixa
orellanaL.

Tabla 21.

Andlisis de varianza ANOVA de una sola via de la actividad antioxidante
del extracto diclorometanoico, de las partes aéreas de Bixa orellana L.

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadréatica
Regresion 393,100 1 393,100 427,237 0,000
Residual 2,760 3 0,920
Total 395,860 4

La variable independiente es concentracion (mg/mL).
La variable dependiente % de inhibicion (% ).
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Comparacion del porcentaje (%) de inhibicion, de los extractos etandlico y

diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa orellana L.

En el Grafico 5, se muestra la comparacion del porcentaje de inhibicion (% 1) de los
extractos etandlico y diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa orellanal.,a las

diferentes concentraciones.

Comparacion del %6 de Inhibicion de los extractos etanolico ¥
diclorometanoico de las partes aéreas de B. orellusns
100.0 i
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Coneentracién mg/mL
m%; [ Etanol 8% [ Diclorometano

Gréafico 5. Porcentaje de inhibicion (% 1) de los extractos etandlico y
diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa orellana L.

En base a los datos obtenidos, se puede inferir que el extracto etandlico de las partes
aéreas de Bixa orellana L. presentan una mayor actividad antioxidante, con un porcentaje
de inhibicion por encima del 50 %, de igual manera el extracto diclorometanoico presenta

una actividad antioxidante moderada si se compara con el acido ascérbico.
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Concentracion eficiente 50 (ICsp) en mg/mL, (n =3) de los extractos etandlicos y

diclorometanoicos de las partes aéreas de Bixa orellanaL.

En este estudio cabe aclarar, que la determinacion de la concentracién eficiente 50
(mg/mL) de los extractos etanolicos y diclorometanoicos de las partes aéreas de Bixa
orellanaL., se calculdé a partir de la ecuacion de la recta y=ax + b, donde “a” es la
pendiente; “b” la interseccion de corte en la recta, y = 50 y x = ICs. En la Tabla 18, se

muestran los valores de ICso (n = 3). Para los extractos etandlicos y diclorometanoicos.

En este estudio, el extracto etanolico de las partes aéreas de Bixa orellana L, dio un ICs

de 0,26 mg/mL y el extracto diclorometanoico 0,87 mg/mL. (Tabla 22 y Gréafico 6).

Tabla 22.
ICso de los extractos etanolico y diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa orellana L.
. IC5o  Promedio
Extracto Recta Pendiente corte RA2 mg/mL  1Cs DE
1 156,660 8,9276 0,9978 0,26 0,26 0,01

152,4500 12,2660 0,9913 0,25
155,8300 9,1787 0,9978 0,26

Etanélico

51,8660 5,4293 0,9913 0,86
52,0970 5,6350 1,9911 0.85

2

3

1 47,2450 17,4423 0,9975 0.90 0,87 0,02
Diclorometanoico 2
3

En el Grafico 6, se muestra la ICsp, de los extractos etandlico y diclorometanoico, de las

partes aéreas de Bixa orellana L.
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IC50 de los extractos etandlicos y diclorometanoico de
las partes aereas de B. oreflana (mg/mL)
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Gréfico 6. ICsy de los extractos etanolico y diclorometanoico, de las partes aéreas de Bixa
orellana. L.

Esta investigacion difiere a lo reportado por Mefaca y col. (2018), quienes, evaluaron la
actividad antioxidante de los extractos de las semillas de Bixa orellana L. mediante el
método de DPPH, encontrando que los extractos presentaron una concentracion inhibitoria
ICso de 23,55; 28,76; 37,23; 81,09 y 193,82 ug/mL, los resultados obtenido smostraron que
los extractos de la semilla de Bixa orellana L. tienen potencial antioxidante. En nuestro
estudio la concentracion inhibitoria 1Csy de los extractos de las partes aéreas de Bixa
orellana L., para captar radicales libres, fue: extracto etandlico 0.26 mg/mL (260 pg/mL) y
diclorometanoico 0,87 mg/mL (870 ug/mL). Si comparamos ambos estudios, los extractos
en nuestro presentanuna menor actividad antioxidante, ya que a mayor ICsy, menor % de
inhibicion del radical DPPH.

Esta diferencia, puede deberse principalmente a la diferencia de la parte de la planta de
donde se obtuvieron los extractos, a la variedad del fruto, el lugar de cosecha, la altura, las

condiciones del suelo, el clima, los nutrientes y el estado de madurez, entre otros factores

98



que influyen al momento de realizar un andlisis. Olivares y col. (2016), demostraron que el
grado de madurez de los frutos influye en el contenido de compuestos bioactivos tales
como acido ascorbico, fendlicos totales, carotenoides totales; asi como en la capacidad
antioxidante

Por otra parte, Guimet (2012), evalu6 la actividad antioxidante in vitro de los extractos
de las hojas de Bixa orellana L.en 8 morfotipos existentes recolectados en Peru. El
morfotipo 5 fue el que presenté mayor porcentaje de inhibicion frente al radical DPPH con
86,17 £ 0,61 %, y el de menor porcentaje de inhibicion fue el morfotipo 3 con 79,90 £ 1,26,
estos resultados difieren de nuestra investigacion ,donde el extracto etanolico de las partes
aéreas de Bixa orellana L. presentdé un porcentaje de inhibicion de 87,1 = 0,1 y el
diclorometanoico fue de 31,0 £ 0,1, En el caso del extracto etandlico, este presento
mayorcapacidad para inhibir el radical DPPH, que lo reportado por Guimet (2012).

Esta diferencia puede deberse a la luz, que es posiblemente el factor de mayor
significacion, esta estrechamente relacionada con la temperatura y varia con la estacién del
afio. La luz favorece el crecimiento de los tejidos jovenes etapa en la cual ocurre la
acumulacion de los principios activos. De igual manera, la temperatura también juega un
papel importante en la produccion de metabolitos secundarios, influye grandemente en el
crecimiento acelerado, en el equilibrio entre el proceso de fotosintesis y respiracién, por

consiguiente, en la produccidon de los principios activos (Acosta, 2003).
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Actividad garrapaticida del extracto etandlico de las partes aéreas de Bixa orellana
L. contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus, a través del método Prueba de paquete
de larvas (PPL).

La actividad garrapaticida del extracto etanolico de las partes aéreas de Bixa orellana L.
contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se realiz6 por triplicado (n = 3), a través del
método Prueba de paquete de larvas (PPL) (FAO, 2004). Y mostré un % de mortalidad de 0
%, es decir todas las larvas sobrevivieron al tratamiento con el extracto etanolico de las

partes aéreas de Bixa orellanalL., al 20 %, en solucion acuosa de Tween 80 (2 %).

En la Tabla 23, se muestra el porcentaje (%) de mortalidad de la garrapata
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, tratada con el extracto etandlico de las partes aéreas

de Bixa orellanaL. al 20 %, en solucion de Tween 80 al 2 %.

Tabla 23.

Porcentaje de mortalidad de la garrapataRhipicephalus (Boophilus) microplus, tratada
con el extracto etanolico de las partes aéreas de Bixa orellana L.al 20 %, en solucién
acuosa de Tween 80 al 2 %.

Muestra Especie vegetal % mortalidad; % mortalidad, % mortalidad;

Extracto etanélico Bixa orellana L 0+0,0 0+0,0 0£0,0
Solucién de Tween 80

en agua destilada (2 %)
Ivermectina 0,1 % Bixa orellana L 100+ 0,0 100+ 0,0 100+ 0,0

Bixa orellana L 0+0,0 0+0,0 0+0,0

Las determinaciones se realizaron por triplicado (n = 3), los resultados se muestran con %
mortalidad + SD, control negativo (Solucion de Tween 80 en agua destilada al 2 %),
control negativo (lvermectina 0,1 %).

De acuerdo a los resultados obtenidos, el extracto etanolico de las partes aéreas de Bixa

orellana L., no tuvo actividad sobre las larvas de R. microplus, es decir, resulté ser inocuo,

reportando 0 % de mortalidad de las larvas (Tabla 23).
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En varias partes del mundo, se han evaluado extractos de aproximadamente 55 especies
de plantas pertenecientes a 26 familias contra R. (Boophilus) microplus ( Borges,Sousa y
Barbosa,2011).Entre las especies reportadas con actividad garrapaticida contra R. microplus
tenemos:Trachyspermum ammi (Zaman y col., 2012); Melia azedarach (Borges, Ferri,
Silva, Silva, Silva, 2003); Azadirachta indica (Yaguana, 2016); Palicourea marcgravii
(Silva y col., 2011);Manilkara zapota) (Rajakumar y Rahuman, 2012), entre otros,
sinembargo, podemos decir que no se ha reportado hasta la actualidad, el uso de la especie
Bixa orellana L. para el control de R. microplus.

En nuestro estudio, el extracto etandlico, de Bixa orellana L., mostrd la presencia de
alcaloides, esteroles y polifenoles y hubo ausencia de metabolitos secundarios como
cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas. Segun (Makkar y Singh, 1995), los taninos
pueden ser toxicos para las bacterias.

Es importante mencionar que, Tingo (2011), evalué los extractos de(Sapindus
saponaria) que muestra efectividad superior al 75% en mortalidad de larvas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se fundamenté en el hecho de que el fruto deesta
planta(Sapindus saponaria)contiene metabolitos secundarios como la sapotoxina, que es
una saponina, se ha demostrado que las saponinas, estimulan la penetracién de compuestos
toxicos en las células generando una accion sinérgica (Abreu,2005; Tsuzuki y col., 2007).

Se puede inferir que, el extracto etandlico de Bixa orellana L., no presentd actividad
contra las larvas de R. microplus, ya que en el estudio fitoquimico, no demostré la
presencia de taninos, saponinas y otros metabolitos, a los que se le report6 actividad

garrapaticida.
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Sin embargo, podemos decir que a la especie BixaorellanaL. se le ha atribuido otras
propiedades medicinales en animales domésticos. Burga (2016), afirmd, que esta especie ha
sido usadaparael hongo de cerdos y aves, asi mismo, Rodriguez, Torres y Valenzuela
(2005), reportaron que también se aplica para la coriza infecciosa en gallinas, producida por
Avibacterium paragallinarum.Esto nos alertd sobre la importancia de esta especie para
tratar ciertas afecciones en animales y quisimos probar la efectividad del extracto polar de
las partes aéreas de esta especie sobre la larva de la garrapata del ganado vacuno, que tantas
perdidas economicas causan en nuestro pais, latinoamerica y el resto del mundo. Sin

embargo, no logramos demostrar que tenga actividad sobre larvas de R. microplus.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
Los extractoshexanoico y diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa orellana
L.mostraron la presencia de esteroles, y el extracto etanolico, alcaloides, esteroles y
polifenoles.
El contenido de fenoles totales delextracto etandlico, de las partes aéreas de Bixa
orellana L., fue de 0,89 + 0,07 ug AG/mg de extracto seco.
Los extractos etanolico y diclorometanoico de las partes aéreas de Bixa orellana
L.presentaron un % |, de 87,1 0,1 y 31,0 £ 0,1, respectivamente, con una
concentracion inhibitoria 1Cso de 0,26 mg/mL el extracto etandlico y 0,87 mg/mL el
diclorometanoico.
Elextracto etanolico de las partes aéreas de Bixa orellana L., no mostr6 actividad

sobre las larvas de R. (Boophilus) microplus, con 0 % de mortalidad de las mismas.
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