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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la actividad
antidiarreica del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote)
por induccién con aceite de ricino y a posterior la administracion de carbén
activado para la determinacion del transito intestinal del extracto en estudio.
El extracto se prepar6 mediante el método de extraccion solido liquido en
continuo. Se determinaron los tipos de metabolitos mediante el tamizaje
fitoquimico, cromatografia en capa fina y prueba de espectrofotometria en el
UV — vis para la cuantificacion total de alcaloides y flavonoides. Las
concentraciones del extracto administrado fueron de 250 mg/kg, 500 mg/kg,
1000 mg/kg, En la prueba de actividad antidiarreica, la muestra fue
administrada mediante sondas nasogastricas a un total de 25 ratas
distribuidas de la siguiente forma: tres niveles de dosis en 5 ratas albinas
que se administré 250 mg/kg.; 5 ratas albinas de 500 mg/kg.; 5 ratas albinas,
de 1000 mg/kg. ; 5 ratas control positivo, tratadas con el medicamento
Loperamida a la dosis de 20 mg/kg, y 5 ratas control negativo sin
tratamiento alguno, animales normales sin tratamiento todo de la cepa
Holtzman. El estudio duré 14 dias, se analizaron estadisticamente los
resultados para evaluar el efecto del producto con niveles de significancia
del 95% (p < 0.05) por el test de ANOVA y luego por uno de comparacion
multiple (Test de Tukey) para determinar si existen diferencias significativas.
Los resultados muestran que el mayor efecto antidiarreico se dio con la
dosis de 1000 mg/kg (66.621%), y con la dosis de 500 mg/kg (54.203%)
comparable y casi semejante al control positivo loperamida (71.258%).
Cabe precisar que a la dosis de 250 mg/kg de extracto acuoso no se
produjo algun efecto antidiarreico significativo observable. La concentracion
de 1000 mg/kg presenta un porcentaje de mayor efecto antidiarreico a

concentracion de la Loperamida.

Palabras claves: actividad antidiarreica, Bixa Orellana L. (achiote)



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the antiarrhythmic activity of
the aqueous extract of achiote leaves (Bixa Orellana L.) by induction with
castor oil and subsequent administration of activated charcoal for the
determination of intestinal transit of the extract under study. . The extract
was prepared by continuous liquid solid extraction method. The types of
metabolites were determined by phytochemical screening, thin layer
chromatography and UV - vis spectrophotometry for the total quantification
of alkaloids and flavonoids. The concentrations of the administered extract
were 250mg / kg, 500mg / kg, 1000mg / kg. In the antidiarrheic activity test,
the sample was administered by nasogastric tubes to a total of 25 rats
distributed as follows: three dose levels in 5 albino rats that were
administered 250mg / kg; 5 albino rats 500mg / kg; 5 albino rats, 1000mg /
kg. ; 5 positive control rats, treated with the drug Loperamide at the dose of
20 mg / kg, and 5 negative control rats without any treatment, normal
animals without treatment all of the Holtzman strain. The study lasted 14
days, the results were analyzed statistically to evaluate the effect of the
product with significance levels of 95% (p <0.005) by the ANOVA test and
then by a multiple comparison test (Tukey test) to determine if there are
significant differences. The results show that the highest antidiarrheal effect
occurred with the dose of 1000 mg / kg (24.62%), and with the dose of 500
mg / kg (33.78%) comparable and almost similar to the positive control
(21.2%). It should be noted that at the dose of 250 mg / kg of aqueous
extract there was no significant observable antidiarrheal effect. The
concentration of 100mg / kg presents a percentage of greater antidiarrheal

effect at the concentration of Loperamide.

Keywords: antidiarrheal activity, Bixa Orellana L.



INTRODUCCION

Las conocidas enfermedades diarreicas, de acuerdo con la OMS, son la
segunda mayor causa de muerte de nifios menores de cinco anos. Estas
infecciones intestinales alcanzan hasta un 7% del total de causa de
concurrencia a la asistencia médica, problematica que se mantiene entre
otros aspectos debido, principalmente a la permanencia de factores
asociados a la pobreza extrema: como la carencia de la dotacién de un
saneamiento basico y la desnutricion infantil. En el Perud, la morbilidad por
EDA, en los ultimos afios, practicamente no ha sufrido cambios significativos.
Sin embargo, la mortalidad a causa de estas enfermedades se ha reducido
significativamente, entre otras razones por los programas y actividades
desarrolladas institucionalmente por el Ministerio de Salud del Perd (MINSA)
sostenida por la participacion de la comunidad organizada, que
paulatinamente ha ido incorporando buenas practicas en el tratamiento de
los procesos diarreicos, como la rehidratacion oral y otros("). Estas
enfermedades tienen una raiz etioldégica diversa siendo basicamente de
caracter infecciosas originadas por la presencia de parasitos, bacterias, asi
como virus, relacionadas ademas por las condiciones de un pais con
precarias condiciones de atencion de salud. La incidencia de estas
enfermedades es de caracter estacional, de ese modo, los proceso
diarreicos causados por agentes bacterianos tienen su mayor produccion en
los meses de enero a marzo, es decir, al verano; mientras que en los meses

de invierno, se incrementan las enfermedades causadas por los virus.

En los ultimos 20 afios en nuestro pais, se ha podido identificar un conjunto
de agentes entero patdgenos, y se ha observado la presencia de bacterias
como la Escherichia coli (E.coli entero patégena-ECEP, E.coli
enteroinvasiva-ECEIl y E. coli enterotoxigénica ETEC), Salmonella spp,
Shigella spp, Campylobacter spp. Aeromonas spp. Y Vibrios spp., de los
denominados parasitos tales como Giardia lamblia, Entamoeba hystolitica y

Cryptosporidium spp, entre otros; asi como de Rotavirus ().



De otro lado, actualmente en nuestro pais, la medicacion a partir de plantas
medicinales es ampliamente difundida, en cuyo espectro la Bixa orellana L.
(achiote) es considerado una planta de mucha importancia. En diversas
zonas del pais, las hojas de Bixa orellana L. (achiote) son utilizadas para el
tratamiento de la inflamacién de la préstata y en su forma de infusién, para
tratar los procesos de la gastritis y la ulcera, aun cuando esta ultima forma
de tratamiento tiene poca difusién y es en la region de la selva alta donde

tiene mayor uso.

En esta consideracion, resulta de gran importancia e interés el estudio de
Bixa orellana L. (achiote) en sus componentes fitoquimico, farmacologico y
toxicologico, ademas se debe considerar las condiciones y caracteristicas
que debe poseer todo Fito medicamento, especialmente de ser seguro, ser

eficaz y ser de calidad @

En este contexto, el estudio, a través de determinar el efecto antidiarreico
del extracto acuoso de la hoja de Bixa orellana L. (achiote), tiene el
propdsito de contribuir a su conocimiento cientifico y servir de fuente para la
posibilidad de la elaboraciéon y desarrollo de farmacos orales a partir del

principio activo responsable de esta propiedad.



CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcidén de la realidad problematica

Un problema latente en temas de salud, a nivel mundial, son las
enfermedades diarreicas, con mayor notoriedad en paises en vias de
desarrollo o en desarrollo, en estos lugares posee un indice de mortalidad en

nifios con edad inferior a los cinco anos.

Son dos millones de muertes al afio producto de enfermedades diarreicas
agudas. Cabe resaltar que, fallecen 112 mil personas en América, al afio,

debido a este tipo de enfermedades ().

Durante el 2017, en el Peru, se detectaron mas de 423 mil casos de
enfermedades diarreicas agudas, el departamento con mayor indice sobre
este tipo de enfermedades es Lima, el cual reporté mas de 114 mil casos, la
segunda fue Arequipa con casi 36 mil casos. En comparacion con el 2016,
los casos de enfermedades diarreicas agudas se redujeron en un 0,7% en
La Libertad, que ya presentdé un descenso de 14,2%, sin embargo, el
aumento continda en otros lugares como Lambayeque, el cual detecté un
aumento de 19,6%. De igual forma, Moquegua posee el indice mas alto de
incidencia, posteriormente, se encuentra Tacna, Arequipa, Ucayali y Pasco®.
Del total de episodios de EDA, casi el 59% fueron nifios inferiores menores a
cinco anos, del cual, el 29% es de uno a cuatro afios y el 18% prevalece en
menos de un afo. En referencia al 2016, se deduce que existe un impacto
mayor en los nifios mayores a cinco afios en comparacion con lo de 1 a 4

afios @),



El alto indice de incidencias de enfermedades diarreicas agudas,
principalmente en los nifos, es un grave problema, de continuar asi, la tasa

de mortalidad aumenta, lo que significa un grave problema para la sociedad.

Por ello, se sugiere investigar con rigurosidad sobre las plantas que
contribuyan con la mejora de estas enfermedades, para luego ser utilizadas
en todas las partes del mundo, ademas el costo, en comparacion a los
farmacos es mas accesible. Asimismo, el uso de achiote sugiere aliviar los
malestares de diversas enfermedades, no obstante, es importante investigar

los efectos secundarios que estas puedan producir.

1.2 Formulacion del Problema

1.2.1 Problema general

e ;El extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote)
poseera actividad antidiarreica en ratas inducidas con aceite de

ricino?

1.2.2 Problemas especificos

e ;Cual es la actividad antidiarreica del extracto acuoso de las hojas
de Bixa orellana L. (achiote) comparado con loperamida en ratas
inducidas con aceite de ricino?

e ;En qué concentracion el extracto acuoso de las hojas de Bixa
orellana L. (achiote) poseera actividad antidiarreica en ratas
inducidas con aceite de ricino?

e ;Qué metabolitos secundarios presenta en mayor concentracion el
extracto acuoso de Bixa orellana L. (achiote) que genera la

actividad antidiarreica?



1.3 Objetivos

1.3.1. Objetivo general

e Comprobar la actividad antidiarreica del extracto acuoso de las
hojas de Bixa orellana L. (achiote) en ratas inducidas con aceite de

ricino.

1.3.2. Objetivos especificos

e Comparar la actividad antidiarreica del extracto acuoso de las hojas
de Bixa orellana L. (achiote) con loperamida en ratas inducidas con
aceite de ricino.

e Determinar la concentracion del extracto acuoso de las hojas de Bixa
orellana L. (achiote) con actividad antidiarreica en ratas inducidas
con aceite de ricino.

e Determinar algunos metabolitos secundarios con mayor presencia
en el extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote) que

genera la actividad antidiarreica.

1.4 Justificacion e importancia del estudio

La investigacion es de mucha importancia porque tiene el propodsito de
contribuir con el conocimiento sobre la seguridad y efecto del extracto acuoso
de la hoja de Bixa orellana L. (achiote), en el tratamiento de antidiarreico. Esta
es una de las patologias frecuentes en nuestro medio sobre todo en la
poblacion (nifos), por esto, se contribuira a dar una respuesta al uso seguro de

esta hoja de achiote como una nueva alternativa de tratamiento.

El estudio, ademas, se justifica porque busca proporcionar evidencias
cientificas sobre el uso terapéutico adecuado, en las personas que padecen de
diarreas, asi como contribuir al desarrollo de su produccién con fines

terapéuticos.



Los resultados del presente estudio podran beneficiar a la poblacién en general,
y directamente a quienes padecen de diarrea, ya que aportara bases cientificas
sobre el uso eficaz y seguro de la hoja de Bixa orellana L. (achiote). Asimismo,
los que cultivan esta planta pueden beneficiarse con la investigacion en cuanto

se demuestra su actividad antidiarreica.



CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio
2.1.1 Antecedentes nacionales

Sumari, L (2008) * Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los
extractos acuosos e hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de ocho
ecotipos de Bixa orellana L. (achiote), frente a, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans, a través de los métodos de Disco difusidon y de
macrodilucion en medio liquido. Los resultados de la capacidad
antimicrobiana revelaron actividad de los extractos acuosos a 50 mg/mL,
frente a las bacterias Gram positivas (Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus). La actividad de los ocho ecotipos fue moderada
contra Staphylococcus aureus, mientras que con Enterococcus faecalis so6lo
fueron los ecotipos 3 y 6; los extractos hidroalcohdlicos a 50 mg/mL de los
ocho ecotipos de Bixa orellana L. (achiote) presentaron moderada actividad
contra Staphylococcus aureus, con Escherichia coli sélo el ecotipo 3 fue
moderadamente activo, y con Enterococcus faecalis los ocho ecotipos
presentaron baja actividad antimicrobiana. En la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos acuosos contra
Enterococcus faecalis, se evidencio baja actividad antimicrobiana para el
ecotipo 3 y los ecotipos 4 y 6 (CMI de 6.67 y de 8 1 mg/mL respectivamente),
mientras que con Siaphylococcus aureus los ocho ecotipos mostraron
moderada actividad, con valores de CMI entre 2.67 y 6.67 mg/mL; en cuanto
a los extractos hidroalcohdlicos de los ocho ecotipos de B ore/lana. La
actividad antimicrobiana fue moderada frente a Staphylococcus aureus (CMI
entre 1.67 y 3.33 mg/mL), siendo los ecotipos-1, 2 y 5 quienes presentaron

los menores valores (CMI de 1.67 mg/mL), sin embargo, los ecotipos



presentaron baja actividad contra Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa con CMis de 6.67 - 13.33 mg/mL y con CMI de 8-13.33 mg/mL.

Rojas, R. (2012) ® Evaluo la actividad antioxidante in vitro y determinar la
concentracion de polifenoles totales, de extractos de Bixa orellana L.
(achiote) en sus ocho morfotipos existentes en la ciudad. Se obtuvieron los
extractos metandlicos a partir de las hojas que previamente fueron secados
en estufa a 60°C por 24 horas y molidos. Para antioxidantes fue por
maceracion de 48 horas a temperatura ambiente y para polifenoles totales
fue por maceraciéon a 60°C. Se cuantificaron los polifenoles totales por el
método de Folin Ciocalteu. La capacidad antioxidante se midié por el
método de DPPH. Fue el morfotipo 5 de las ocho morfotipos el que presentd
mayor porcentaje de inhibicion frente al radical DPPH*** con 86.171 %
0.611%, y el de menor porcentaje de inhibicién fue el morfotipo 3 con
79.899 + 1.261. La capacidad antioxidante medida como IC50
(Concentracion Inhibitoria al 50%) en cuanto a los polifenoles totales el
morfotipo 3 fue el que presentdé mayor cantidad de polifenoles totales con
48,719.738 + 0,3581 mg de CTQ**/100g y el que tuvo menor cantidad de
polifenoles totales fue el morfotipo 4 con 43,445.673 + 0,523 mg de
CTQ**/100g. La correlacion entre el promedio de la concentracion de
polifenoles totales y la capacidad de inhibicion al 50% de los extractos Bixa
orellana L en los 8 morfotipos fue negativa porque no existid diferencia
estadistica significativa corroborados en la prueba t con nivel de

significancia de 0,05.

Troncoso, H. (2014) © determind el efecto in vitro de los extractos acuosos
y etandlicos de Bixa orellana L. (achiote) para darle un valor agregado a
dicho cultivo. Se obtuvieron los extractos secos acuosos y etandlicos del
material vegetal (hojas y corteza) de Bixa orellana L. (achiote) mediante los
métodos de maceracion e infusion. Obteniendo rendimientos de 15,02 %
para hojas y 4,00 % para corteza por el método de maceracién y

rendimientos de 17,78 % para hojas y 10,50 % para corteza por el método



de infusion. Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentracion Bactericida Minima (CBM) por el método de dilucién en tubo
y dilucion en placa de los extractos frente a Staphylococcus aureus.
Mediante la marcha Fitoquimica que se realizd a los extractos acuosos y
etandlicos de Bixa orellana L. (achiote); se observa la presencia de
metabolitos secundarios como Taninos, Flavonoides, Alcaloides, Fenoles y
Saponinas. Los extractos etandlicos de hojas y corteza con actividad
antibacteriana poseen dos de los metabolitos secundarios que influyen en la
actividad antibacteriana como son los flavonoides y taninos. El extracto
etandlico de hojas posee también compuestos fendlicos que se considera el
por qué tiene mayor actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus.
Los resultados obtenidos justifican el uso de hojas y corteza dandole un

valor agregado al cultivo de Bixa orellana L. (achiote).

Mufioz, L. (2015) (V) determind los fitoconstituyentes mediante reaccion de
coloracion, precipitacion y cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides
totales presentes en las hojas de Bixa orellana L. (achiote). Los métodos
utilizados son los que describen la Norma Ramal para drogas crudas del
MINSAP vy los resultados se encuentran dentro de los rangos permisibles de
ésta. Se prepard el extracto por reflujo, al cual se le determind: tamizaje
fitoquimico propuesta por Olga Loock (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
absorcién), encontrandose en un porcentaje promedio de 1.25%. Los
resultados obtenidos fueron evaluados en el programa Microsoft Excel 2010
de Microsoft Office para la realizacion del analisis estadistico

correspondiente.

Garcia, M. (2016) ® Determind el efecto del extracto hidroalcohdlico de Bixa
orellana L. (achiote), comparada con Metformina, sobre los niveles de
glicemia en Rattus rattus, mediante estudio experimental, prospectivo,
longitudinal, comparativo y analitico. Se utilizaron 20 ratas macho tipo

Rattus rattus, variedad albinos, adultos, en 2 grupos de 10 cada uno, a los
9



cuales se les inyectd via intraperitoneal aloxano. Resultados: grupo Bixa
Orellana L. (achiote): preprueba: 439.8 £ 77.2 mg/dl, post-prueba: 408.8 +
143.1 mg/dl, significancia 0.56. (p>0.05). Grupo Metformina: pre-prueba:
426.1 £ 122.6 mg/dl, post-prueba: 411.4 + 110.7 mg/dl, significancia 0.69.
(p>0.05). La diferencia de grupos fue, achiote: 408.8 + 143.1 mg/dI,
Metformina 411.4 £ 110.7 mg/dl, significancia 0.97. (P>0.05). Conclusion: El
extracto hidroalcohdlico de Bixa Orellana L. (achiote) y Metformina,

disminuyen los niveles de glicemia en ratas.

Huaman O, et al. (2017) ©® Determinaron el efecto del extracto
hidroalcohdlico de hojas Bixa Orellana L. (achiote) sobre los niveles de
grupos sulfidrilos no proteicos (GS-NP), moco gastrico, pH y acidez total de
la secrecion gastrica. Para evaluar el efecto del extracto sobre la mucosa
gastrica se utilizé el modelo de la ligadura pildrica, propuesto por Vissher y
modificado por Sandoval. En la determinacién de GS-NP se utilizo el
método de Sadlak y Lindsay; la produccion de moco gastrico fue segun
Corne, el pH por potenciometro y la acidez total por titulacion con NaOH.
Resultados: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Bixa Orellana L. (achiote)
incrementd los GS-NP en 133 y 168% (p< 0,01), a las dosis de 100 y 200
mg/kg, y la produccién de moco, en 39,4% y 44,9 %, respectivamente, a las
dosis de 200 y 400 mg/kg.

2.1.2 Antecedentes internacionales

Robalino, et al. (2014) (') Evaluaron el efecto antidiarreico y cicatrizante de
la infusion y del extracto etandlico de cyclospermum leptophyllum, Sprague
en ratones (mus musculus) y conejos (oryctologus cuniculus)’. Los
resultados fueron que el Cyclospermum leptophyllum presenta actividad
cicatrizante eficaz y eficiente en heridas incisas, con relacion al control
positivo (Lamoderm), al presentar menor tiempo de cicatrizacién, y menor
longitud de la cicatriz. Asi también la infusibn de Cyclospermum

leptophyllum es eficaz en el tratamiento contra la diarrea en una
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concentracion del 5% en agua e ineficaz a una concentracion de 10% en

comparaciéon con la Loperamida.

Astacio, J. (2011) ") Determiné el efecto citoprotector del extracto acuoso
de hojas de Bixa orellana L. (achiote) en ulceras gastricas inducidas por
indometacina en un modelo de ratones”. Resultados: A la hora del analisis
de las muestras enviadas a patologia, se deduce que el uso del achiote
disminuyo las lesiones gastricas, protegiendo mucosa. Se concluyé que el
Bixa orellana L. (achiote) presenta tendencia a disminuir MDA en

comparacioén de otros factores citoprotectores.

Ancheta, J (2011) (2 Determiné el efecto cicatrizante del extracto acuoso
de las hojas de Bixa orellana L. (achiote) en ulceras gastricas inducidas por
indometacina en ratones. Las hojas de achiote son ricas en: taninos,
compuestos fenolicos, quercetina, alcaloides, como bixina y nor bixina, y los
flavonoides, es por esa razén, por lo cual se concluye que el efecto
gastroprotector del macerado de achiote que fue utilizado aumentando los
niveles de prostaglandinas. Conclusiones: El macerado de Bixa orellana L.
(achiote) tiene tendencia a ser citoprotector. El macerado de Bixa orellana L.

(achiote) mantiene valores de ph gastrico cercanos a los valores normales.

2.2 Bases Tedricas

2.2.1. Bixa orellana L. (achiote)
2.2.1.1 Descripcion general de la planta ('3

La Bixa orellana L. (achiote) es una especie vegetal de la familia Bixaceae
de tipo arbustiva, es una planta cultivada de caracter perenne, que alcanza
la altura de entre 3 y 10 metros. Sus hojas se caracterizan por ser simples,
grandes, de forma acorazonada y dispuesta de manera alterna de bordes

lisos y con largos peciolos.

Las flores tienden a ser de coloraciéon rosada con tonacidén descendente, de

acuerdo a los diferentes tipos de planta, ademas, es hermafrodita. El fruto
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tiene forma ovoide, el cual mide entre dos a cinco centimetros de diametro.
Asimismo, es de colacion diversa y en diversas tonalidades, tales como rojo,
verde, naranja, amarillo. El fruto posee entre diez a cincuenta semillas de
forma triangular, tienden a adoptar una coloracién roja y es de tamafo

pequeia con una viscosidad del mismo color de la semilla.

El achiote se desarrolla con amplitud en zonas tropicales y puede adaptarse
a diversos suelos y también a climas de distintos tipos. EIl achiote se
desarrolla, por lo general, en lugares bajos. Puede desarrollarse en lugares
de entre 24 hasta 35 °C, esto quiere decir que el achiote no se desarrolla
adecuadamente en lugares de bajas temperaturas. Los arbustos
comerciales tienen una edad de tres a cuatro afos. Con respecto a su
cosecha, los frutos del achiote son cortados con el propédsito de separarlos
de las semillas. En relaciéon al tiempo de secado varia entre tres a cuatros

dias o puede usarse la secadora industrial para luego ser comercializados.

2.2.1.2 Taxonomia
Phyllum: Bixa Orellana L.
Subphyllum: Spermatophyta
Clase: Magnoliophytina
Subclase: Magnoliopsida
Orden: Dilenidas
Familia: Violales

Subfamilia. Bixaceas

2.2.1.3 Origen del Bixa orellana L. (achiote)

Especie que tiene sus origenes en la zona tropical de América,
posiblemente del suroeste de la Amazonia. Esta planta se produce desde el

Caribe hasta Argentina y Brasil, y son distribuidos a los paises tropicales.
12



Figura 1. Hojas de Bixa orellana L. (achiote).

Fuente: Centro de Informacion Ambiental de la Cuenca (CIAC) (*3),

2.2.1.4 Caracteristicas botanicas
a) Forma

Es un arbusto que llega a crecer hasta una altura de diez metros, y de

veinte a treinta centimetros de diametro (14).
b) Hojas

Las hojas son de tamafo grande y ovaladas con peciolos delgados, miden

entre nueve a diecinueve centimetros de largo por seis a once de ancho (4.
c) Tronco / Ramas

El tronco tiene una forma cilindrica, con respecto a las ramas, estas son

delgadas y de coloracion verde y café (4.
d) Corteza

Posee una savia naranja y viscosa. Es de coloracién café en la parte

externa, ya que internamente tiene un color amarillo o amarillo naranja (14,
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e) Flor(es)

Son de inmensas, de coloracidon blanca, rojo o rosado, mide entre cuatro a

seis centimetros de didametros. Sus pétalos suelen ser redondos y anchos(').
f) Fruto(s)

Tiene forma ovoide, puede medir de tres a cinco centimetros de largo y de
tres a cinco centimetros de diametro. Es de color pardo-rojiza y puede llegar

a albergar hasta cincuenta semillas (14,
g) Semilla(s)

Tienen forma triangular y de tamafo pequefio, mide de 5 a 5.5 mm de largo
y de 4 a 5 mm de ancho. Posee una testa roja y pulposa, y su albumen es

carnoso (),

h) Raiz

La raiz de esta planta tiende a ser muy extensa ('4)
i) Sexualidad

Hermafrodita

j) Numero cromosémico.

2n =14, 16.

k) Habitat

El achiote puede desarrollarse en zonas de diferentes tipos de climas,
especialmente debe ser humedos, calido o semi calidos, es decir, la
temperatura puede variar entre veinte y treinta grados centigrados. En
relacién al tipo de suelo, esta planta se adapta con facilidad a diversos tipos
de suelo. No obstante, también puede desarrollarse en zonas con poca
fertilidad (9,
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2.2.1.5 Propiedades medicinales

Antiemético (contra los vomitos de sangre): Se recomienda consumir el

achiote a través de infusiones u hojas molidas o machacadas ('9).

Remedio contra el cianuro y acido cianhidrico: Se recomienda consumir

esta planta a través del consumo de frutos o infusiones.

Homeostatico: El achiote sirve para contrarrestar los sintomas de las

hemorroides, angina y abscesos (9.

Cefalico: Su forma de utilizacion es a partir de las hojas machacadas, en

forma de pasta las que se aplican en la sien y en la frente.

Para dolencias del aparato respiratorio y afecciones de la garganta: Se

recomienda las infusiones provenientes de las semillas y hojas (1°),

Para Malestares hepaticos: Se utiliza sus semillas y su tinte, y también se

toma el cocimiento de los cogollos (1),
Dolor de rifiones: Se recomienda consumir las hojas sancochadas.

Inflamacién de la piel y malestares de la zona vaginal: Se debe afadir el

macerado acuoso a partir de sus hojas.
Para la malaria, diurético y asma: ingerir la raiz cocida.

Sirve como cicatrizante, con la utilizacion de las hojas maceradas, luego

se debera limpiar la zona afectada con las hojas cocidas (')
Hipertension: Ingerir el macerado acuoso de sus hojas.

Conjuntivitis: Aplicacién en los ojos del macerado acuoso del tallo o de las

hojas (7).

Voémitos y fiebre: Se toman las hojas en infusion utilizando tres hojas por

taza y beber tres tazas por dia ('7),
Quemaduras: Afiadir la trituracion de sus semillas frescas ('7).

Como Tonico estomacal: Se debe consumir sus semillas en forma de

macerado acuoso (7).
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Acarosis (caracha): Preparar en base de aceite de higuerillas un macerado

de las semillas machacadas para su aplicacion ')

Depurativo: Beber el cocimiento de la corteza raspada (18).
Expectorante: Ingerir la infusion de las semillas (18),
Cardioténico: Tomar la infusion de las semillas o de las hojas (8.

Amigdalitis: Beber preparado de miel de abejas combinadas con el polvo

de sus semillas (18,

Sedante: Ingerir el preparado en mezcla de las hojas o de la corteza

cocidos, con las hojas de toronijil, rosaceas y rosas ().

Inflamacién ocular: Preparar un macerado acuoso de la corteza, cuyo

resultado de mucilago debe ser instilado (18).
Digestivo: Beber el cocido de la corteza del tallo o de sus hojas.

Lepra: preparacion de una pasta de las hojas que debe ser aplicada con

sulfato de magnesio o también tomar el aceite de las semillas (19,

Infecciones a la piel: Preparacion de las hojas en macerado, que luego
seran colocadas sobre la piel en forma de emplasto. Para su proceso dejar
hasta el dia siguiente de 9 a 12 hojas en un litro de agua, para su posterior

aplicacion en la zona lesionada (19).

Antiséptico vaginal: Restregar las hojas en un litro de agua y dejar hasta el

dia siguiente. Este liquido debe ser aplicado en forma de lavados vaginales.

Hepatitis: Ingerir las yemas florales en forma de decoccion (19,

2.2.1.6 Tipos de achiote

> Por el color de las flores y capsulas: Se diferencian en que hay

arboles que producen flores blancas con capsulas verdes y arboles con

flores rosadas y capsulas en diferentes tonos rojizos (16),
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Por la forma de las capsulas: Los arboles se diferencian unos de otros

por la forma de las capsulas, siendo estas redondas, oblongas,
acorazonadas, lancetadas con mucho, poco o ningun apéndice o setas (16).

Por el color del pigmento: la coloracién del pigmento
es una caracteristica que puede diferenciarse en estos arboles vy
se presenta de color rojo o anaranjado (6.

Por la época de floracion y cosecha: generalmente la floraciéon y la
cosecha de la mayoria de variedades ocurren en julio y diciembre. Hay
otras variedades en las cuales ocurre en octubre y abril (6),

Por su tolerancia al mildiu: debido a su tolerancia natural a la
enfermedad del mildiu polvoriento, causado por el hongo Oidium
bixae Viegas, las variedades de achiote pueden clasificarse en
susceptibles o tolerantes.

Por su contenido de bixina.

Por el color del tallo: Rojo, café y amarillo (16),

2.2.1.7 Composicion quimica

La Bixa orellana L. (achiote) posee un alto contenido de carotenoides, con
mayor énfasis en apocarotenos, tales como la bixina, isobixina y norbixina.
Ademas, caracterizan al beta-caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina,
orellina, y demas. De igual forma, las semillas poseen acido linoleico, alfa-
lindlico y (estos dos ultimos en menor cantidad), oleico; aminoacidos como
el glutamato, aspartato y leucina; posee un alto indice de concentraciones

de fosforo y escasas de calcio y gran cantidad de hierro y zinc 29,
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Figura 2: Estructura quimica de Bixa orellana L. (achiote)

Fuente: Rev. Cubana Farm. v.44 n.2 La Habana abr.-jun. 2010

Los extractos de achiote se caracterizan por ser aceites alcalinos que son
adquiridos luego de desechar la capa externa provenientes de sus semillas
por medio de varios procesos. En un primer momento el extracto del achiote
esta en estado solido a través del polvo, liquido (solucion) o suspension. La
obtencion de extractos liposolubles de la planta proviene de la zona exterior

de la semilla, este se extrae por los siguientes procesos:
a) La extraccién directa con aceites o grasas comestibles.

b) La incorporacién en los aceites o grasas comestibles del extracto
obtenido a disolventes organicos (acetona, diclorometano, etanol, hexano,
metanol, isopropanol, tricloroetileno), seguida de la eliminacién del

disolvente @,

El achiote es una de las plantas mas apropiada para la elaboraciéon de
extraccion de pigmentos, ya que son absorbidos de sus semillas. El
producto final son el colorante soluble en aceite y en agua. El pigmento que
prevalece con un ochenta por ciento corresponde a la bixina, ya que de este
se obtiene los pigmentos como la norbixina, sal de norbixina y otras
sustancias provenientes de la degradacion térmica representada en un color

amarillo recomendado para los tallarines, espaguetis y demas variantes "),

Con respecto a la sal de norbixina, esta se consigue a través de la
extraccion alcalina (con hidréxido sodico o potasico) de los pigmentos de la
semilla del achiote. Este proceso tiene como objetivo transformar la bixina

en sal, ya que esta es soluble en soluciones acuosas alcalinas.
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El extracto liposoluble de achiote tendra que poseer como minimo un 0,2 %

de carotenoides, manifestados como norbixina.

La seccion liposoluble es insoluble en agua y es poco soluble en etanol, por
otro lado, la otra seccion si es soluble en agua y presenta poca solubilidad

en etanol @Y,

Semillas: bixinato de sodio, acido tomentdsico, bixina, beta caroteno,
pectina, vitamina A, cryptoxantina, luteina, metilbixina, norbixina,

zeaxantina(?2.23),

Hojas: Bixahaneno, ishwarano, 7-bisulfato de epigenina, 7-bisulfato de

luteolina, 8-bisulfato de hipolaetina (22 23),

Carotenoides: Bixina, norbixina, orellina, betacaroteno, -criptoxantina,

metilbixina, zeaxantina, luteina, mono y sesquiterpenos (2 23),

Flavonoides: Glucdsido de apigenina, bisulfato de apigenina, bisulfato de
luteolina, bisulfato de hipolaetina, acido tomentdsico, vitaminas (A, B y C),

proteinas, azUcares, celulosa, grasas, calcio, fierro y fosforo 22 23),

2.2.1.8 Estudios de sus propiedades farmacoloégicas

Las numerosas investigaciones sobre las cualidades del achiote, catalogada
como medicina tradicional, establecieron beneficios y propiedades de la

misma, entre las mas destacable estan:

A) Accidn cicatrizante: Para comprobar esta cualidad fue necesario aplicar
el extracto alcohdlico de Bixa orellana L. (achiote) en la zona sensible de la
muestra, luego de tres dias, la piel de la conejos, en su totalidad, se

recuperd.?

Ademas, se realizd6 una crema, la cual tuvo como ingrediente principal al
achiote, acto siguiente se afiadié a las zonas lastimadas y la intensidad se

cicatrizacion fue alto 29,
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B) Acciéon antioxidante: Con el proposito de determinar el efecto de
norbixina frente a las lesiones sufridas por la radiacion ultravioleta, 02,
H202 (peréxido de hidrégeno) sobre las células de Escherichia coli. Este
estudio concluyo que la norbixina posee la capacidad de aumentar, hasta en
diez veces, el tiempo de vida de las células, es decir, la norbixina protege a

las células (2.

Otros estudios evidenciaron que el componente bixina funcioné como
antioxidante, ya que interceptd radicales libres ocasionados por la lesion

cromosomico inducido por el agente clastogénico cisplatino ?7).

C) Accion antimicrobiana y antiparasitaria

Las diversas investigaciones evidenciaron que el achiote posee efectos
inhibidores ante el Bacillus cereus, Clostridium perfringens, y
Staphylococcus aureus a concentraciones de 0,08, 0,31, y 0,16 % (v/v)

respectivamente (28),

A concentraciones de un 0,63 % (v/v) inhibe el crecimiento del
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis y
Paenibacillus polymyxa, y las concentraciones para la inhibiciéon de Listeria
monocytogenes y Enterococcus durans fueron de 1,25y 2,5 % (v/v),
respectivamente. No se detectd actividad de la Bixa ante Lactobacillus
plantarum, Bifidobacterium bifidum, levaduras y algunas bacterias gram
negativas. Otras indagaciones evidenciaron la actividad del achiote ante el
Cryptococcus neoformans (CMI de 0,078 mg/ml). Ademas, se identificé la
actividad ante la Neisseria gonorrhoeae, Trichomona vaginalis, T. faecalis,
la Leishmania y multiples hongos patogenos. De manera general la
actividad fue superior contra gérmenes gram positivos, sin embargo, se

demostré también contra gramnegativos @),

Se considera que la 9'-cis-norbixina y todo-trans-norbixina son los
principales causantes de propiedades antimicrobianas, asimismo el achiote

tiene una gran capacidad para adquirir agentes antimicrobianos (?8),
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D) Accién hipoglicemiante: Multiples investigaciones ejecutadas en
animales evidenciaron que la el achiote tiene incidencia en los episodios
hipoglicémicos, los cuales son mediados por un aumento en la
concentracion de la insulina en plasma, de igual forma, la aceleracién de la
unién de la insulina a sus receptores por un aumento de la afinidad entre

ambos (29),

E) Accién hipolipemiante, vasorelajante y hepatoprotectora: Diversas
investigaciones recomiendan que el uso de extractos de Bixa Orellana L.
(achite) utilizados para el tratamiento del sindrome metabdlico debido a
estas propiedades de la planta. Probablemente esas propiedades se las
confieren a las altas concentraciones de flavonoides, vitaminas y quelantes

que contiene 7),

En referencia a las propiedades hipocolesterolémicas se estudié sobre las
propiedades y funciones del achiote con relacion a las dificultades
cardiovasculares. Para ello fue necesaria la investigacion en animales, tales
como: conejo, perro y ratén, los mismos que evidenciaron la disminucion
sustancial de las concentraciones de colesterol. Los resultados del estudio
determinaron que después de diez dias de la aplicacion hubo una mejora
notoria, esto quiere decir que los pigmentos tienen la capacidad de

aumentar el metabolismo de las grasas 7).

F) Accién antimutagénica y antigenotéxica: Existen estudios que tiene
propdsito evaluar al potencial antimutagénico de la norbixina contra
mutagenos oxidantes en Salmonella typhimurium, el cual determind que una
inhibicién superior a un 86 % contra la mutagenicidad provocada por
peréxido de hidrogeno; no obstante, a pesar de que los indicadores senalan
que la norbixina protege ante el dafo oxidativo, cabe la posibilidad de tener
consecuencias prooxidantes. De otro lado, otros investigadores encontraron
caracteristicas Optimas para prevenir el deterioro al ADN que yace en

cultivos de linfocitos humanos con el uso de un extracto de bixina. Mientras
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que otra investigacidén, aplicada en ratas, recomienda un posible efecto
quimiopreventivo del achiote por medio de la modulacion de la proliferaciéon
de las células criptales; sin embargo, no se da durante el periodo inicial de

la carcinogénesis de colon 0,

Investigaciones afirman las ventajas de achiote para prevenir las

caracteristicas (mutacion) que ocasionan el cancer.

Ademas, se describieron y explicaron las virtudes de achiote como es la
antimutagénicas, ya que evidenciaron la importancia de la bixina durante la
eliminacién de la peroxidacion lipidica (producido por los radicales libres) y
la proliferacion de células causantes de tumores. En conclusion, las
investigaciones coinciden en que esta planta cumple la funcién de un

suplemento antitumoral 9,

G) Accion como antiagregante plaquetario: La investigacion de la Bixa
Orellana L. (ahiote) forma parte de otros estudios realizados para
determinar y evidenciar la capacidad de prevencion de la suma de

plaquetas "),

H) Accién inmunomoduladora: La bixina y demas colorantes solubles en
liguido (agua) suman la produccion de IgM a concentraciones tan bajas
como 1mmol/L. Los investigadores dedujeron que este colorante tiene la

capacidad de parametrizar el aumento de inmunoglobulinas G,

I) Accion como revelador de placa dentobacteriana: Una investigacion
que tuvo como muestra a canes Beagle evidencié las cualidades del achiote
frente a la tincidn de la placa dentobacteriana, con productos parecidos a la

tincion identificada con el revelador convencional (32),
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2.2.1.9 Estudios toxicolégicos

Los estudios de toxicidad aguda realizados para extractos de Achiote han
demostrado su baja toxicidad ®%). Un estudio realizado en ratas Wistar a las
cuales se les administré6 una dosis 2 000 mg/kg/dia de achiote, demostro
que era practicamente inocuo 4. Por otra parte, un estudio de tolerancia
cutanea en conejos realizados con un extracto de Bixa orellana L. (achiote),
no mostroé alteraciones significativas, lo cual fue confirmado mediante
estudios histoldégicos de muestras de piel y cabello. Otros investigadores
emplearon en su estudio un extracto alcohdlico de Bixa orellana L. (achiote)
en piel rasgada de conejos Nueva Zelanda y concluyeron que el producto

no es un irritante dérmico primario 2,

De manera similar un estudio de irritabilidad en mucosa oral de un extracto
de bixa, realizado en Hamsteres, no mostrd alteraciones en la mucosa oral
de los animales analizados; durante el ensayo el indice de irritacion agudo

fue de 0,0 y no se observaron otros signos clinicos en los animales 33).

Los estudios subcroénicos de toxicidad oral de un extracto de Bixa Orellana L.
(achiote) administrados durante trece semanas en ratas Sprague-Dawley

tampoco presentaron signos toxicos o letalidad G4).

2.2.1.10 Estudios clinicos

Existen pocas investigaciones que hacen alusion a los extractos del achiote
para tratar las afecciones hacia las personas. Una publicacion académica
tuvo como principal propdsito desarrollar un proceso para detectar la bixina
y la norbixina, situada en el plasma humano y se hizo ahinco en la
absorcion de una sola dosis de 1 mL de un extracto del achiote utilizado
como colorante de alimentos comercial. Se determiné que los pigmentos
que poseian diferencias entre uno y otro, en diversas situaciones al dia con
una aclaracién plasmatica completa de la bixina a las ocho horas y de la
norbixina a las veinticuatro horas del consumo, sin deteccion de efectos

adversos entre los individuos estudiados %),
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Los animales y humanos evidenciaron los pigmentos de achiote, los cuales
son absorbidos por medio del intestino y es mas veloz la aclaracion de la

sangre (30),

Durante el 2007, se llevd a cabo un procedimiento clinico en personas, el
que se utilizo el extracto de achiote en la hiperplasia prostatica benigna, los
individuos estudiados no mostraron ningun beneficio con respecto a los
tratados con placebo, pero ningun efecto adverso fue detectado durante el

estudio @7,

La Organizacion Mundial de la Salud sefialdé que el limite permitido de
consumo periodico, es decir, al dia es de 0-0,065 mg/kg de peso corporal.
En los Estados Unidos, el cincuenta por ciento de los extractos de bixa (20
toneladas) se emplean con el propdsito de sumarlos a los quesos. El
consumo estandar corresponde a 0,38 mg por individuos al dia, esto

representa el diez por ciento del consumo periddico sugerido 8.

En diversos paises europeos, como Reino Unido, Alemania y Francia el
consumo promedio es inferior (diez veces) a los Estados Unidos. En Francia,
Alemania y el Reino Unido el consumo estimado corresponde a diez veces
inferior que, en los Estados Unidos, aproximadamente 1 % de la dosis al dia
sugerido, sin embargo, el setenta por ciento se ingiere a través de
colorantes (bixina/nor-bixina) sumados al queso en comparacion con
Estados Unidos, donde el colorante consumido, el cual deviene de quesos

es solo el cinco por ciento @7,

2.2.2 Diarrea

Se define como el descenso de la consistencia de las heces, tiende a darse
en repetidas ocasiones, este puede darse por diversos factores y es
frecuente en las personas. El nimero de deposiciones sobrepasa las 3
veces por dia, esto suele producir fastidio en la zona del abdomen, ademas
es muy dificil de controlar por la premura e inconsistencia de las
deposiciones de heces, asimismo este puede darse conjuntamente con
otros sintomas, como: nauseas, colicos, mucosidad y otros 38),
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Es considerada como diarrea aguda cuando los sintomas mencionados

duran aproximadamente por 2 semanas 9,

Esta clase de diarrea es mas usual en los infantes y segundo motivo de
mortalidad y morbilidad a nivel mundial. Esta ultima se da con mayor
frecuencia en paises en desarrollo. “°0 De acuerdo a informes elaborados
por la Organizacion Mundial de la Salud y el Fondo de las Naciones Unidas,
sefala que son casi 2 millones los episodios de diarrea al afio en el mundo,
de cual, 1,9 millones de nifos con edad inferior a los cinco anos mueren

debido a ello ¥,

2.2.2.1 Clasificacion de la diarrea

La diarrea se clasifica de la siguiente manera, de acuerdo con el aspecto
fisiopatoldégico secretoras o motoras, osméticas. Mientras que, desde

aspecto terapéutico, se divide en dos: cronica y agua (4243),
a) Diarrea aguda

Esta clase de diarrea tiene como causa principal: la infeccién, alteracion
hidroelectrolitica, los cuales deben ser atendidos. Se sugiere consumir
liquidos y electrolitos para contrarrestar la pérdida de esta en las constantes

deposiciones “243),
b) Diarrea crénica

Son numerosos los motivos de este tipo de diarrea, usualmente es de
origen motorica y etioldgica. Si no se tiene conocimiento sobre la causa de
la diarrea, entonces sera muy complicado tratarla. El tratamiento ante este
problema es la ingesta de medicamentos que ayuden a corregir las zonas,
por ende, contribuye con la alivio de los sintomas. Las enfermedades mas
usuales que pueden desencadenar este tipo de diarrea son: colitis ulcerosa,

enfermedades cronicas intestinal y la enfermedad de Crohn 7).
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c) Diarrea osmoética

Se distingue por la mala absorcion de las sustancias de la luz intestinal.

Esto es notorio, por lo general, en la enfermedad celiaca “2).

Tiene como origen la inadecuada distribucion soluto en la luz intestinal, esto
evidencia la deficiente absorcién de hidratos de carbono y de la diarrea

ocasionada por multiples laxantes 42:43),

d) Diarrea secretora

Denota un descenso significativo con respecto a la absorcion o luz intestinal
y electrolitos. Usualmente este tipo de diarrea es evidencia de un tumro en

la zona intestinal producto de las toxinas de bacterias 4243),

e) Diarrea inflamatoria

Se da con un aumento de permeabilidad de la mucosa intestinal. Por lo
general, es evidencias de enfermedades del tracto gastrointestinal, tales
como el cancer de colon, colitis ulcerosa, etc. o en patologias los cuales no
tiene la capacidad de absorcién de los acidos biliares, los cuales ingresaran
en el colon con un ascenso de la afluencia de electrolitos. Puede

manifestarse incluso con el hipertiroidismo “3).

2.2.2.2 Tratamiento de la diarrea

El tratamiento mas usual para evitar la diarrea es evitar la deshidratacion,
por ello, es necesario el consumo de sales de rehidratacion o la ingesta de

agua, a estos procesos se les denomina rehidratacion oral ¢4),

Esta es un mecanismo que usa con mucho éxito, ya que es capaz de
rehidratar el cuerpo hasta en un 95%, esto quiere decir que puede llegar a

disminuir el 50% de tasa de letalidad intrahospitalaria. Sin embargo, el costo
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de la sal de rehidratacién es muy costosa, pero eficaz y su eso puede evitar

y disminuir significativamente las intervenciones hospitalarias “4).

Cabe destacar que el tratamiento de rehidratacién oral esta elaborado por
preparados que contienen potasio, cloruro, sodio, citrato y glucosa. Como
medida alternativa esta el consumo de platano, agua de arroz, infusiones y

papa “4),

A) Antidiarreicos

Los antidiarreicos tienen la posibilidad de utilizar con seguridad en pacientes
con diarrea aguda de intensidad suave a moderada, pero no se tienen que
utilizar en pacientes con diarrea sanguinolenta, fiebre elevada o patologias
toxicas sistémicas debido al compromiso de poder agravar la condicion
subyacente. Los antidiarreicos ademas se utilizan para vigilar la diarrea
cronica ocasionada por patologias como el Trastorno del Intestino Irritable

(Sil) y la Patologia Inflamatoria Intestinal (E11) “5).

El peligro primordial de la diarrea aguda es la deshidratacion, por
consiguiente, los tratamientos que acostumbran a aplicarse tienen la
intencidn de achicar la pérdida fecal del agua y restituir los liquidos vy
electrolitos perdidos. El régimen de rehidratacion por via oral, iniciado poco
luego de haber iniciado la diarrea es un ingrediente eficiente del régimen,
independientemente del origen del inconveniente. La piedra angular en el
régimen farmacologico inespecifico de las diarreas sigue siendo las
agonistas de los opioides como la Loperamida y Difenoxilato. EIl
subsalicilato de bismuto ofrece alivio importante en caso de diarreas leves o
moderadas y tienen herramienta para profilaxis de la diarrea del viajero

ocasionada por distintos agentes infecciosos 9.

Los constipantes son drogas que disminuyen la continuidad de las
deposiciones en las diarreas. Los grupos mas destacables son los opiaceos,
los adsorbentes, los astringentes y los compuestos de bismuto. En la

actualidad, tienen indicacion en cuadros de diarrea de diferentes origenes
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logrando usarse en diarreas infecciosas con o sin concomitante de
antibioticos, mientras que no se sospeche la existencia de gérmenes

enteroinvasivos “9),

B) Opioides

Son los constipantes mas frecuentes usados. La morfina fue el primer
opiaceo utilizado como antidiarreico, el desarrollo de opiaceos con escasos
efectos sobre el sistema nervioso central (SNC) desplazdé las drogas
clasicas y, en la actualidad, los dos opiaceos mas frecuentemente utilizados
como antidiarreicos son el difenoxilato y la loperamina (derivado de la

meprimina) “7).

Las acciones farmacolégicas de ambas drogar son las de opiaceos. Son
agonistas Uy, probablemente o aumentan las contracciones tonicas, pero
disminuyes las peristalticas y disminuyes el contenido de agua y electrolitos

de las heces por dos mecanismos.

> Disminucion de las secreciones digestivas.

> Enlentecimiento del transito intestinal con mayor reabsorcién de agua y
electrolitos 7).

Los agonistas de los opioides pueden afectar la funcidon gastrointestinal por

medio de sitios centrales y periféricos. Hoy en dia para tratar las diarreas se

usa los opioides sintéticos Difenoxilato y Loperamida. Un motivo de esta

preferencia consiste en que estos agentes penetran en SNC y pueden tener

efectos antidiarreicos en dosis que tienen muy pocos efectos centrales 9.

2.2.3 Loperamida

Es un antagonista opioide, derivado estructural de la petidina, de venta libre
no tiene propiedades analgésicas ni potencial de adicibn. No se ha
reportado tolerancia con el uso a largo plazo. Tipicamente, se administra en

dosis de 2mg de 1 a 4 veces al dia 33, Es poco probable que se abuse de
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este farmaco por via parenteral, a causa de su baja liposolubilidad; las
grandes dosis de loperamida administradas o voluntarios no producen los
efectos placenteros tipicos de los opioides. El régimen de dosificacidon

ordinaria es de 4 a 8 mg/dia; la dosis diaria no debe pasar de 16mg “2).

En jovenes, las dosis terapéuticas altas tienen la posibilidad de ocasionar
efectos centrales, siendo conveniente no wusarla. Con la accién
antipropulsora exhibe un efecto antisecretor muy profundo, inhibiendo la
liberacion de prostaglandinas y la respuesta a la toxina colérica. Algunos de
estos efectos no son antagonizable por naloxona, por lo cual puede deberse
a acciones plus opiaceas; en este sentido, es relevante su relacion
estructural con el verapamilo, farmaco que con continuidad ocasiona

estrefiimiento “2),

La loperamida aumenta, ademas, el tono del esfinter anal y optimizacion la
continencia fecal en pacientes con diarrea. La loperamida se absorbe por
via oral, con un tiempo mas alto de cuatro horas, y se centra en el tubo
digestivo y en el higado. Su semivida es de siete a quince horas, por lo cual
Su accion es muy prolongada. La supresidn urinaria es escasa. En la diarrea
aguda, las dosis iniciales son de 4 mg, seguida de 2 mg siempre que habido
defecacién hasta un mas alto de 16 mg/dia. En la cronica la dosis es de
2mg, tres ocasiones al dia; puede aumentarse hasta achicar la continuidad
1_2 defecaciones del dia a dia. En los jovenes superiores de 8 afos
0.08mg/kg/dia. En jévenes muy chicos no hay que utilizar las reacciones
adversas mas usuales son mal abdominal de origen difuso y estrefiimiento

marcado “8),
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Figura 3: Estructura quimica de la Loperamida

Fuente: https://www.estructura guimica loperamida-pdf

Los constipantes no opiaceos como los adsorbentes, tienen la propiedad de
acumular moléculas (por ejemplo: téxicos, toxinas) en su superficie. Por este
motivo, se utilizan finamente divididos. Son ejemplos de este grupo el
carbén activado y el caolin. El primero es especialmente eficaz en el
tratamiento de intoxicaciones. También, absorben toxinas bacterianas, pero
su uso en diarreas bacterianas no es conveniente, pues absorben, también
al farmaco bacteriano. Los compuestos de bismuto, no se conoce
claramente su mecanismo de accion. Tendrian un efecto protector de la
mucosa, antisecretor, antiinflamatorio y, ademas, el bismuto tiene efecto
antibacteriano. Se ha propuesto que el salicilato de bismuto podria tener
efecto antidiarreico, pues las prostaglandinas pueden producir diarrea; sin
embargo, no hay evidencias clinicas de que el subsacilato sea superior a

otros compuestos de bismuto “7).

2.2.3.1 Mecanismo de accion

La loperamida aumenta el tono del esfinter anal y de esta forma disminuye
la incontinencia y la urgencia. La loperamida se une a los receptores
opiaceos en la pared intestinal. Como resultado, inhibe la secrecién de

acetilcolina y prostaglandinas, por consiguiente, disminuye el peristaltismo
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propulsivo, incrementando el tiempo de transito intestinal. Inhibe de manera

directa la secrecién de liquidos y electrolitos “7).
LOPERAMIDA
Mecanismo de accidon

Al unirse a los receptores u - Inhibe las peristalsis

Al unirse a los receptores 8 m) | Inhibe la secrecion Gl

Figura 4: Mecanismo de accion de la loperamida

Fuente: www.janssen.com/bolivia/sites/2017.pdf

2.2.3.2 Farmacocinética
a) Absorcién

El mas grande porcentaje de loperamida ingerida se absorbe en el intestino,
como producto de un importante metabolismo de primer paso, la
biodisponibilidad sistémica es de precisamente sélo el 0,3%. Las
formulaciones de CIH de loperamida (capsulas duras o blandas, comprimido
recubierto y no recubierto, comprimido masticable y orodispersable,
satisfaccion oral) son bioequivalentes desde el criterio del indice y nivel de

absorcién de la loperamida 49),
b) Distribucién

Las investigaciones sobre la estructuracion en ratas seialan un nivel alto de
afinidad en las paredes del intestino, con una relevancia para afadirlos a los
receptores de la parte superior de la zona muscular longitudinal. Las
proteinas plasmaticas de la loperamida unidas representan el noventa y
cinco por ciento. La informacion preclinica indico que la loperamida

corresponde a un sustrato de la glicoproteina P (49,
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c) Metabolismo

La loperamida es, en su mayoria, obtenido del higado, ya que es ahi donde
se re conjuga, metaboliza y excreta por medio de la bilis. La N-demetilacion
oxidativa es la fuente fundamental de la via metabdlica para la loperamida, y
se la manera para definir la medida es por medio de: CYP3A4 y CYP2CS,
ya que sus efectos, en un primer momento, fue muy alto, las
concentraciones plasmaticas de la droga inalterada permanecen no son

significativas “9).
d) Eliminacién

El tiempo de vida promedio de la loperamida en el hombre es,
aproximadamente, de once horas, con un rango de nueve a catorce. La
excrecion de la loperamida desnivela y de los metabolitos ocurre

usualmente por medio de las heces. 49
e) Flavonoides

Forman parte de uno de los subgrupos de los componentes fendlicos con
mayor relevancia, esto es producto de la actividad antioxidante. Este tiene
una alta presencia en los vegetales que yacen la savia vacuolar, es decir,
en las flores, raices y hojas. Estos pueden estar clasificados en funcion a

los grupos funcionales afiadidos e isomerizaciones ¢,

Figura 5: Estructura basica del flavonoide

Fuente: http://www.nutricionhospitalaria.com/pdf/3338.pdf
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Para su estudio sistematico, mas de 4000 flavonoides naturales se han
clasificado en varias clases de acuerdo con las variantes estructurales que
presentan la cadena centralC3. De acuerdo con estos flavonoides se
clasifican en varios grupos: chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas,
flavanonoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas,

isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, etc 0.

Catequina Cuercitina Dicsmedina

(> )
oH Lk

Flavanol

Flavana

Flavonal

Figura 6: Estructura quimica de los flavonoides mas usuales

Fuente: http://www.nutricionhospitalaria.com/pdf/3338.pdf

2.2.3.3 Tamizaje fitoquimico "

Estos ensayos se pueden verificar sobre la misma droga; en forma entera,

pulverizada o como es mas frecuente en extractos que se pudieron obtener
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de diferentes procedimientos de extraccion de la planta y con diferentes

solventes.

Son ensayos de tipo cualitativo que permiten la identificacion de la droga a
estudiar, es por lo general la presencia de determinados compuestos
especificos derivados del metabolismo secundario de la planta.
También para los ensayos de metabolitos secundarios se les hace prueba
pero van a hacer comunes a todas las plantas es por eso que carece de
interés diagndstico. Las pruebas para el screnning fitoquimico comprenden
reacciones de identificacion (coloreadas, de precipitacion, fluorescencia,

microsublimacion).

2.2.3.4 Cromatografia de capa fina (52
Se le denomina de esta forma a las técnicas de analisis basico, ya que para
la ejecucion la muestra no debe ser mucha. Por lo general la utilizan para

medir indicadores en los productos naturales.

También es usado para el ensayo semicuantitativo contrastando el nivel de

manchas vistas con estandares apropiados.

La localizacion de estos elementos, de forma aislada, usualmente es
producto de métodos particulares o generales, pues la luz ultravioleta
detecta los compuestos que se encargan de absorber la longitud de onda

larga 365nm y de onda corta a 254 nm.
a) Valor de Rf

Se define como distancia que recorre la muestra desde el punto de
aplicaciéon. La distancia que recorre el disolvente hasta el frente del

eluyente

Rf = Distancia recorrida desde el origen por el compuesto (X)

Distancia recorrida desde el origen por el eluyente
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El valor Rf depende de las condiciones en las cuales recorre la muestra (42,

2.3 Hipétesis

2.3.1 Hipétesis general

El extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote)
posee actividad antidiarreica en ratas inducidas con aceite de

ricino.

2.3.2 Hipétesis especificas

1) El extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote) posee
actividad antidiarreica comparada con la loperamida en ratas
inducidas con aceite de ricino.

2) Una dosis de concentracion del extracto acuoso de las hojas de
Bixa orellana L. (achiote) posee actividad antidiarreica en ratas
inducidas con aceite de ricino.

3) El extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote) posee
presencia de metabolitos secundarios que generan la actividad

antidiarreica.
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2.4 Variables

2.4.1 Tabla de Operacionalizacion de variables

VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES
INDEPENDIENTE
Extracto acuoso Metabolitos Secundarios -ldentificacion de los
de las hojas de . metabolitos
) Del extracto etandlico de )
Bixa orellana L. i . secundarios.
(achiote) las hojas de Bixa orellana
L. (achiote).
e alcaloides -Dosis de la
e compuestos concentracion del
fendlicos extracto acuoso de las
e taninos hojas de Bixa orellana
o flavonoides L. (achiote)
(FITOQUIMICO). 250 mg/ kg
500 mg/kg
1000 mg/kg

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES

DEPENDIENTES

Actividad Actividad antidiarreica | Recorrido en
antidiarreica. experimental con carbon | centimetros del carbdn
activado. activado en el intestino

de la rata.

(FARMACOLOGICO)

2.5 Marco conceptual

a) Achiote: el achiote es un pigmento natural, de coloracién rojo-amarilla,
ampliamente utilizado en la industria alimentaria y cosmética, del

género bixa dentro de la familia Bixaceae 9.
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b) Extracto: sustancia adquirida por la extraccion de una seccion de

materia prima, usualmente se utiliza un solvente como etanol o agua.
Los extractos tiene la posibilidad de distribuirse a través de tinturas o

con apariencia de polvo 3),

c) Diarrea: es una reduccion de la rigidez de las heces, que acostumbra

a anadirse de un incremento de veces de deposiciones. Es un
trastorno recurrente que posee diversas causas. De acuerdo a la
definicion médica, la diarrea quiere decir mas de 200g/24h en

personas adultas.8

d) Metabolitos primarios: cualquier compuesto quimico implicado en el

e) Fundamento quimico de marchas fitoquimicas:

metabolismo o que es producto del metabolismo ©4).

‘el tamizaje
fitoquimico o Screnning fitoquimico se encuentra dentro de las fases
iniciales de la exploracion fitoquimico que facilita saber
cualitativamente primordiales sectores quimicos latentes en una
planta y desde ahi, dirigir la extraccion o fraccionamiento de los
extractos para el aislamiento de los grupos de mas grande interés” (%4,
El tamizaje fitoquimico: “es la extraccion de la planta con solventes
apropiados y la aplicacidon de oposicion de color y precipitacion. Debe
de aceptar la evaluacion ligera. Los resultados del tamizaje
fitoquimico conforman solamente en una orientacion y debe de

interpretarse en grupo con los resultados del screening farmacologico”
(54)

g) El screening fitoquimico: “proporciona informaciéon previa de los

compuestos quimicos de la planta, adjuntado con los resultados del
tamizaje farmacologico, tienen la posibilidad de guiar el seguimiento
de las investigaciones. Algunos consideran un reducido numero de
grupos de sustancias, en compensacion, otros determinan la
existencia de compuestos de poco interés, como acidos grasos,

azUcares reductores, polisacaridos y mucilagos” 4.

h) Rutas metabdlicas: “series de reacciones bioquimicas, catalizadas

por las enzimas de una célula, en donde el producto de una de las

reacciones es el sustrato de la siguiente. las rutas metabdlicas se
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usan para transformar un complejo en otro, para sintetizar micro
moléculas enormes desde entidades mas pequefas o para degradar
compuestos con el objetivo de conseguir energia utilizable” 3.

i) Cromatografia: “desunion de compuestos de una mezcla basado en
la afinidad por un solvente no polar y por su migraciéon con dicho
solvente, como el agua en un soporte polar, como el papel o a través
de una columna de diversos materiales” (5%,

j) Efecto farmacolégico: Es usual que tenga relacion con los efectos
de un quimico a un sistema vivo, como lo es el hombre (%),

k) Tiempo de vida media: Se define como el lapso de tiempo
necesitado para que la concentracion plasmatica del farmaco
disminuya a la mitad.

I) Concentracion: “cantidad de oxigeno (O2) disuelto en un volumen
determinado de agua a una temperatura y presion dadas, usualmente
se manifiesta como una concentracidn de oxigeno en partes por

millon de agua” (%6),
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudio

El presente estudio segun su propdsito es una investigacion aplicada, ya
que busca dar la explicacidon y propuesta de solucion a un problema comun

y extendido como son las diarreas.

Segun su enfoque la investigacion presenta un enfoque cuantitativo ya que
se busca dar respuestas objetivas y expresadas ademas en indices

numeéricos puntuales del objeto de estudio.

La Investigacion ademas es de caracter transversal, ya que en su
desarrollo se propuso evaluar farmacolégicamente por unica vez a cada

unidad muestral, es decir se midio la actividad antidiarreica.

3.2 Diseio de investigacion

Esta investigacion responde a un disefio experimental, debido a que se
manipula las variables deliberadamente, es decir en su proceso el estudio
hara variar en forma intencional la variable independiente para ver su
efecto sobre la otra variable. De este modo se manipula las distintas
concentraciones del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L.
(achiote) para medir el efecto que tienen en otra variable de interés que es

la actividad antidiarreica.
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3.3 Poblacion

e Hojas Bixa orellana L. (achiote) 2 kg de muestra que se obtuvo,
procedente de la zona de la selva, region Junin, cultivada a una altitud

aproximada de 1’400msnm.

e Los animales utilizados fueron 31 ratas albinas (Rattus novergicus) de la
cepa Holtzman machos de 2 meses, provenientes del bioterio de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.
3.4. Muestra

Extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote) 250g para las
pruebas de Screnning Fitoquimico, Cromatografia en capa fina y Prueba de
Solubilidad.

3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para la recoleccion de la informacion, se utilizé la ficha Ad hoc elaborados

por el investigador. (Ver anexo N° 4)

3.5.1 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico por la metodologia reportada por Payo, Sandoval y

Pefa 7-%9)_ Se utilizaron los siguientes materiales:

a) Materiales
e Alimento balanceado de la Universidad Agraria La Molina
e Viruta de pino procesada
e Jaulas de polipropileno con tapa de acero inoxidable.
e Jeringas de 1ml
e Material estéril de Laboratorio
- Papel Kraft
- Matraz Erlenmeyer

-  Embudo de vidrio
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- Papelfiltro

- Tubos de ensayo

- Pipetas

- Fiolas de 50 mL

- Pera de bromo de 250 mL
Estandar de Quercetina

Estandar de Cafeina

b) Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos:

Reactivo de Mayer

Reactivo de Wagner

Reactivo de Dragendorff
Reactivo de acido Fosfowolframio
Reactivo de Sonneschein
Reactivo de Reineckato

Reactivo de Shinoda (magnesio + acido clorhidrico concentrado)
Reactivo de Cloruro Férrico
Degelatina al 1%

Hidroxido de sodio al 5% (Reaccién de Bortranger)
Reactivo de Ninhidrina

Reactivo de Fehling A

Reactivo de Fehling B

Reactivo de Lugol

Reactivo 2,4 DNPH

Alcohol de 96 °C

Metanol

Etanol

Cloroformo

Agua destilada

Isopropanol

De Tricloruro de Aluminio al 2%
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e De Metanol : Agua (25:75)

e Reactivo BAW (Butanol : Agua : Acido acético glacial - AAG) (4:3:1)
e Acido sulfarico 2 N

e Hidroxido de sodio al 10%

c) Procedimiento experimental

El screnning fitoquimico, cromatografia en capa fina, prueba de
cuantificacion de flavonoides totales por espectrofotometria UV-VIS, prueba
de solubilidad y ensayos preliminares asi como también el estudio de la
actividad Antidiarreica se ejecutaron en los laboratorios de Control de

Calidad y Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

c.1) Procedimiento Experimental (etapa l)

- Recoleccion de las hojas

Las hojas de Bixa Orellana L. (achiote) recolectadas para el estudio,
proceden de la zona de selva de la region Junin, cultivadas a una altitud

aproximada de 1,400 msnm

- Secado de las hojas
Se procedié a separar las hojas con cuidado y colocarlas en papel Kraft,
para luego ser llevado a la estufa a una temperatura de 40 °C; se utiliz6 esta

temperatura para no alterar los metabolitos que queremos evaluar.

Figura 7. Hojas de Bixa orellana L. (achiote)
Fuente: Elaboracién propia, 2018.
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- Extraccién acuosa de las hojas
Se colocaron las hojas en un balén de fondo plano para luego ser llevado a
una plancha de calentamiento a una temperatura de 45 °C, y mediante una

extraccion de reflujo (24 horas) se extrajeron sus metabolitos.

Una vez culminada la extraccion acuosa se filtré la muestra. Aqui se obtiene

el extracto liquido de las hojas.

Figura 8. Extraccion Acuosa de las hojas de Bixa orellana L. (achiote)

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

- Extracto seco de las hojas

Una vez obtenido el extracto liquido, una gran parte es destinada para la
prueba de Solubilidad y la dosis para la parte farmacoldgica, es decir el
extracto liquido es vertido en unos recipientes de porcelana para ser llevado
a la estufa a una temperatura de 40° C, por un tiempo de 24 horas, al
transcurrir el tiempo es sacada de la estufa y recolectada en un recipiente
hermético protegido de la luz y guardada a temperatura de 2 a 8 °C hasta su

utilizacion.
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- Screnning Fitoquimico

Estos ensayos se pueden verificar sobre la misma droga; en forma entera,
pulverizada o como es mas frecuente en extractos que se pudieron obtener
de diferentes procedimientos de extraccion de la planta y con diferentes
solventes.

Son ensayos de tipo cualitativo que permiten la identificacion de la droga a
estudiar, es por lo general la presencia de determinados compuestos
especificos derivados del metabolismo secundario de la planta.
También para los ensayos de metabolitos secundarios se les hace prueba
pero van a hacer comunes a todas las plantas es por eso que carece de
interés diagnostico. Las pruebas para el screnning fitoquimico comprenden
reacciones de identificacion (coloreadas, de precipitacion, fluorescencia,

microsublimacion).

El procedimiento es poner de 2 a 5 mL del extracto liquido en los tubos de
ensayo para luego agregar de tres (03) a cinco (5) gotas de los reactivos

para la identificacion de los metabolitos.

- Metabolitos Secundarios (0

Prueba para Identificacion de Alcaloides
Para la prueba de identificacion de alcaloides se hacen ensayos generales
como son (Wagner, Mayer, Dragendorff, Scheibler, Sonneschein vy
Reineckato) sobre el extracto, se considera que hay presencia de alcaloides

si se obtienen cuatro resultados positivos de los ya citados.

Reactivo de Mayer

(Yoduro de mercurio y potasio) es de color blanco o crema en el momento
en el que se agrega tres o cinco gotas de acidulada del extracto

Reactivo de Wagner

(yodo-yoduro de potasio), cuando se le afiade tres o cinco gotas se pone de

color marrén.
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Reactivo de Dragendorff

(Yoduro de bismuto y potasio), en el momento en el que agrega tres a cinco
gotas de solucion acidulada del extracto, entonces se pondra de color rojo a

naranja.
Reactivo de Scheibler

(Acido fosfortungtico), cuando se le afiade de tres a cinco gotas, entonces

adquiere un color blanco.
Reactivo de Sonneschein

(Acido fosfomolibdico), en el momento en el que se afiade de tres a cinco

gotas, cambia de coloracion a naranja.
Reactivo de Reineckato

(NH4[Cr(NH3)2(SCN)4]2H20), da un precipitado floculante color rosa cuando

se agrega de tres a cinco gotas.

- Prueba de Identificacion de Flavonoides y Compuestos Fendlicos (%%
Las plantas condensan una gran pluralidad de elementos fendlicos dadas
en la etapa del desarrollo, estos compuestos productos de la ruta

biosintetica del acido fenilpropanoico.

Es interesante sefalar que este tipo de metabolitos, caracterizada por su
organizacion posee a las antraquinonas, naftoquinonas y taninos, este
ultimo es condensado de un flavonoide como la antocianidina y si es

hidrolizable de acidos fendlicos.
Reactivo de Shinoda

(Limaduras de magnesio + HCI concentrado) presenta una coloracion de
amarillo a rojo a magenta, en el caso de los flavanoles. Seran flavonas si se
presenta una coloracion roja, azul o violeta. Si en caso la coloracion fuera
amarilla, entonces seria isoflavonas. Se deduce que son isoflavononas,
chalconas y auronas si en caso fueran incoloras.
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Reactivo de Cloruro Férrico

(Cloruro férrico disuelto en agua), emanaran un color azul, verde o negra

cuando se agrega de tres a cinco gotas, prueba general.
Reactivo de Gelatina al 1%

(Gelatina + cloruro de sodio), cuando se le afiade de tres a cinco gotas,

entonces sera de color blanco para identificar taninos.
Reactivo de Hidréxido de sodio al 5% (Reacciéon de Bortranger)

Para detecta Antraquinonas y Naftoquinonas, se le afiadira de tres a cinco

gotas y luego se pondra de color rojo.

- Metabolitos Primarios (")
Prueba para Glucidos

Son polisacaridos mas comunes en las plantas, se encuentran asociados a

las ligninas e integran el material estructural de la pared celular.

Reactivo de Fehling Ay B

A la muestra de le afiade 5 mL de Fehling Ay B y se lleva a bafio maria la
presencia de un precipitado anaranjado ladrillo nos da la presencia de

Gllcidos en la muestra.

- Prueba para Almidén

El almidén es la mezcla de dos polimeros como son la Amilosa y la
Amilo pectina.
Reactivo de Lugol

Si existe almidén en la muestra, entonces adquirira el color oscuro luego de

anadir tres gotas de Lugol.
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-Prueba para Cetonas

Reactivo de 2,4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH)

A la muestra se le agrega una gota de DNPH si presenta un precipitado

amarillo o naranja rojizo nos da la presencia de cetonas en la muestra

-Prueba de Solubilidad

Para la prueba de Solubilidad tenemos que contar con el extracto seco,
tomamos una pequefa cantidad de muestra seca y la colocamos en los
tubos de ensayo para luego verter unos 3 a 5 mL de los solventes como
(Alcohol de 96°, Metanol, Etanol, Cloroformo, Agua y Isopropanol) esta
prueba nos da referencia en que solventes es mas soluble la muestra a

tratar.

Debemos tener en cuenta la Polaridad del disolvente porque este le da

propiedades de solubilizacion en diferentes solutos.

- Evaluaciéon Cromatografica en capa fina (CCF)

Son técnicas analiticas simples, se puede realizar con muy poca muestra,
es una técnica ampliamente usada en los controles de toda clase de

productos naturales.

También puede ser empleado como ensayo semi cuantitativo comparando

las intensidades de las manchas visualizadas con patrones adecuados.

La deteccion de los compuestos separados generalmente se realiza por
meétodos generales o especificos, la luz UV permite detectar sustancias que

absorben a la longitud de onda larga 365nm y de onda corta a 254 nm 63),
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Figura 9. Evaluacion Cromatografica

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Cromatografia en capa fina para Alcaloides

Para la ejecucion de este tipo de prueba es necesario el uso de capa fina
para alcaloides, para lo cual se utilizé la placa cromatografica de la marca
Merck (TLC Silica del F254) como fase no permanente, para la fase mévil se
usé el diluyente de elucion de metanol: agua en proporcién de (25:75)

respectivamente.

Para la comparacion se usé un estandar de Cafeina en concentracion de 10

mg/ mL el cual se inyectd 5 pl, caso similar con la muestra ©3),

En la placa cromatografia se aplico 5 ul del estandar y de muestra y una vez
concluida la corrida se seca la placa en la plancha de calentamiento hasta la
evaporacion de todo el solvente, para luego aparecer las manchas de
desplazamiento en la luz UV 254 nm. Para determinar los alcaloides
encontrados se procede a rociar el acido sulfurico al 2 % y luego el reactivo
de Dragendorff, como revelador, para una evidencia positiva aparecera

manchas naranjas. La muestra dio positivo para alcaloides (¢3).
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Figura 10. Cromatografia en Capa Fina “Alcaloides”

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Cromatografia en capa fina para Flavonoides

Para la aplicacion de la prueba de cromatografia en capa fina para
flavonoides, durante la etapa temporal, fue necesario la utilizacion de la
placa cromatografica. Mientras que para la etapa permanente se incluyo el
solvente de elucién de Butanol: Agua: Acido acético glacial en proporcién de
(20:15:5) respectivamente, esta mezcla se distribuyé en una pera de bromo
de 250 mL para luego agitarlo. Se establecié que la etapa temporal fue mas
compacta que la permanente 8%, Para la comparaciéon fue necesario la
utilizacion del estandar de Quercetina en una concentracion de 10 mg/ mL,
el cual se inyectd 5 ul a la placa cromatografica, situacion parecida sucedio

con la muestra de “Achiote”.

En la placa cromatografica se aplicod 5 ul del estandar y de muestra luego de
haber finalizado la corrida. Acto siguiente, la muestra se sec6 dentro de una
plancha de calor, hasta evaporarse los solventes. Destaca la luz ultravioleta
a 254 nm, y utiliza como indicador de tricloruro de aluminio, para una
muestra positiva, lo cual es particular de las manchas amarillas. La muestra

dio positivo para flavonoides.
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Figura 11. Cromatografia en Capa Fina “Flavonoides”.

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

d) Procedimiento Experimental (etapa Il)

El presente trabajo tuvo como objetivo primero la determinacion de la
toxicidad aguda oral en ratas, para analizar si el extracto acuoso de Bixa
orellana L. (achiote) causa mortalidad o signos adversos en los animales de
experimentacion y segundo la determinacion de la actividad antidiarreica por
induccion con aceite de ricino y la posterior administracion de carbon
activado ©'63) para la determinacion del transito intestinal del extracto en

estudio.

En el ensayo farmacoldgico, la administracion del extracto acuoso fue por la

via oral.

En la prueba de actividad antidiarreica, la muestra fue administrada
mediante sondas nasogastricas a un total de 25 ratas distribuidas de la
siguiente forma: tres niveles de dosis en 15 ratas albinas machos (250,
500 y 1 000 mg/kg de peso corporal), 5 ratas control positivo, tratadas con el
medicamento Loperamida a la dosis de 2 mg/kg y 5 ratas control negativo,

animales normales sin tratamiento todos de la cepa Holtzman.
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- Parte experimental

Se determind la toxicidad aguda por via oral en ratas, segun Guia OECD -
Test 423 (método de clases) ©® y la determinacién de la actividad
antidiarreica por via oral del extracto acuoso de Bixa orellana L. (achiote)

mediante la técnica citada en el Manual del Cyted .

Animales de experimentacion

Fueron usadas ratas albinas machos (cepa Holtzman) de 8 - 10 semanas de
edad con un peso promedio de 220 - 240 g; provenientes de las
instalaciones del bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El
proceso de cuarentena para la aclimatacion a las condiciones ambientales y

conductuales fue de cinco dias.

El total de animales para todo el ensayo fueron distribuidos de la siguiente

forma:

% Para la prueba de toxicidad aguda oral: un grupo de 3 ratas con una
repeticion y un control (total 9).

% Otros 5 grupos de 5 animales por cada tratamiento, que incluye un

grupo control positivo y uno control negativo, ratas normales, para el

ensayo farmacoldgico.

Dosificaciéon y tratamiento
Evaluacién de la toxicidad aguda oral - Método de Clases (DL50)

Se evalud la toxicidad aguda oral del extracto acuoso de Bixa orellana L.
(achiote) que fue administrado oralmente de acuerdo con la guia OECD
Test 423, mediante el uso de una sonda nasogastrica a dos grupos de tres
ratas cada uno (un grupo con una repeticién) y un grupo control (agua
destilada).

Se realizaron observaciones diarias, buscando signos o sintomas de

toxicidad o efectos adversos y mortalidad en los animales de
51



experimentacion. Ademas, se hizo control visual del suministro del agua y

alimento ad libitum.

La prueba incluyé un tratamiento del extracto con una repeticidon con la
dosis de 2000 mg/Kg de peso corporal. El volumen de administracion de la
muestra diluida en agua destilada fue de 1 mL, al grupo control se le
administré el diluyente. La mortalidad fue observada diariamente hasta los
14 dias.

Luego de la administracién de la dosis, se hizo un seguimiento a los
animales hasta 14 dias para observar si hay mortalidad y si existen
conductas anormales (como alteracion en la actividad motriz, postracion,
depresion, irritabilidad) o presencia de signos de toxicidad (como salivacion,

convulsion, piloereccion, disnea, diarrea, entre otros).

Se realiza registros de peso corporal a los animales de experimentacion,
antes de iniciada la prueba e interdiariamente hasta el final de la prueba (14

dias). Se evaluo6 si hubo pérdida de peso en los animales ensayados.

Determinacion de la Actividad Antidiarreica
Se utilizaron 25 ratas albinos machos de la cepa Holtzman.

La prueba incluydé un total de cinco tratamientos. Los tratamientos del
extracto acuoso y sus respectivos valores de concentracion ensayados son

detallados en la Tabla siguiente. (Tabla N° 7)

La muestra es administrada en sus tres concentraciones 250 mg/kg, 500
mg/kg, 1000 mg/kg por catorce (14) dias. El dia quince (15), se administra
por via oral, aceite de ricino a la dosis de 0.5 ml/kg para la generacion del
aumento del transito o motilidad intestinal a todos los grupos incluyendo el
control. A la hora, se administré carbon activado al 10% (marcador, 0,1
mL/10 g de peso) por via oral. Todos los animales se sacrificaron al cabo de

dos horas, por dislocacion cervical.
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Se seccionod el intestino por las cardias y la valvula ileocecal de todos los
animales y fue medida la distancia en centimetros a partir del piloro hasta el
sitio del intestino a donde logré llegar el carbon activado, marcando su
recorrido. Para la cuantificacion de los resultados se tomd la dosis de
loperamida (2 mg/kg) y se calculd el porcentaje correspondiente al avance

marcado del carbon tomando el largo del intestino como el 100 %.
Condiciones de Ensayo

Las condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo en el tiempo de
experimentacion se registraron en los siguientes rangos: temperatura = 22
+/-2°C; humedad = < 70 % y fotoperiodo: 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad. El acceso al agua y alimento fue ad libitum.
Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos, en los diferentes tratamientos, se analizaron
estadisticamente para evaluar el efecto del producto sobre los diferentes
tratamientos con niveles de significancia del 95% (p < 0.05) por un test de
ANOVA vy luego por uno de comparacion multiple (Test de Tukey) para
determinar si existen diferencias significativas. El analisis estadistico se
realizé con el uso de los programas Excel y el software SPSS, versién 22

para Windows.
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CAPITULO IV:
PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS
4.1 Presentacion de resultados

TABLA N° 1. Marcha fitoquimica del extracto acuoso de Bixa orellana L.
(achiote)

IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS

Me?abollitos .Reagt'lvo fj'e Resultado
Primarios identificacion
Glucidos Fehling Ay B | Precipitado anaranjado ladrillo (+++)
Almidon Lugol Coloracion oscura (-)
Cetonas 2,4 DNPH Formacion de un anillo rojizo  (+++)

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos Reactivo de

secundario identificacion Resultado
Mayer Precipitado blanco (-)

Wagner Precipitado marrén (++)

Dragendorff Precipitado rojo o naranja (+++)
Alcaloides Scheibler Precipitado o Color blanco (+)

Sonneschein Precipitado naranja (-)
Reineckato Colorrosa (+++)

Shinoda Color rojo (+)

Compuestos Cloruro férrico Color verde (+++)

fendlicos
y Gelatina al 1% Precipitado blanco (-)
Flavonoides = o
eaccion de ,
Bortranger Color rojo (+)
Aminoacidos Ninhidrina Colorrosado  (+++)
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Donde:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia, (+) La coloracién o
precipitado se evidencia poco, (++) La coloracion o precipitado se evidencia
moderadamente, (+++) La coloracion o precipitado se evidencia

notablemente.

FIGURA 12. Identificaciéon de metabolitos.

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

TABLA N° 2. Prueba de solubilidad

PRUEBA DE SOLUBILIDAD
Solventes Resultado
Agua (+++)
Alcohol 96° C (++)
Metanol (+)
Cloroformo (-)
Isopropanol (-)

Fuente: Elaboracion propia, 2018
Leyenda:
(-) La solubilidad no se visualiza (+) La solubilidad en menor grado
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(++) La solubilidad es moderada (+++) La solubilidad es mayor.

La muestra que mayor solubilidad tiene es con el agua (+++), alcohol (++),

metanol (+).

TABLA 3. Tratamientos de Experimentacion toxicidad aguda.

Dosis (mg / Kg rata) | N° de animales | Peso promedio (g)

2000 mg/k
I 3 220,659
2000 mg/k
I 3 225.98 g
(repeticion)
3 22942 g

Control

Fuente: Elaboracion propia, 2018

¢ Determinacion de la Actividad Antidiarreica

Se utilizaron 25 ratas albinos machos de la cepa Holtzman.

La prueba incluyé un total de cinco tratamientos. Los tratamientos del
extracto acuoso y sus respectivos valores de concentracidn ensayados son

detallados en la siguiente tabla.

TABLA N° 4. Tratamientos de experimentacion con Bixa orellana L. (achiote) y

loperamida.
Grupo Animales eth:'):cifo(Ing r(::a)
Control 5 | e
Loperamida 5 2 mg/kg
Dosis 1 5 250 mg/kg
Dosis 2 5 500 mg/kg
Dosis 3 5 1000 mg/kg

Fuente: Elaboracioén propia, 2018
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La muestra es administrada en sus tres concentraciones 250 mg/kg, 500
mg/kg, 1000 mg/kg por catorce (14) dias. El dia quince (15), se administra
por via oral, aceite de ricino a la dosis de 0.5 ml/kg para la generacion del
aumento del transito o motilidad intestinal a todos los grupos incluyendo el
control. A la hora, se administr6 carbon activado al 10% (marcador, 0,1
mL/10 g de peso) por via oral. Todos los animales se sacrificaron al cabo de

dos horas, por dislocacion cervical.

Se secciond el intestino por el cardias y la valvula ileocecal de todos los
animales y fue medida la distancia en centimetros a partir del piloro hasta el
sitio del intestino a donde logr6 llegar el carbdén activado, marcando su
recorrido. Para la cuantificacion de los resultados se tomé la dosis de
loperamida (2 mg/kg) y se calculd el porcentaje correspondiente al avance

marcado del carbén tomando el largo del intestino como el 100 %.

. Condiciones Ambientales

Durante la duracion de la prueba, los parametros ambientales registrados en

el area donde se desarroll6 la prueba corresponden a los siguientes:

TABLA N° 5. Condiciones ambientales.

CONDICIONES VALORES
Temperatura (°C) 215
Humedad (%) 62

Luz, Oscuridad: 12L : 120

Fuente: propia.
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Toxicidad Aguda Oral

El extracto acuoso de Bixa Orellana L. (achiote) y el control no produjeron
mortalidad en la dosis administrada con la repeticion durante las 72 horas
de observacién hasta los 14 dias de evaluacion del ensayo. La DLsg por via

oral del extracto acuoso es mayor a 2000 mg de producto/Kg de rata (> 5,0

g/ Kg de rata).

Con base a las observaciones realizadas, no se presenté pérdida de peso,
alteraciones en la actividad motriz, convulsiones, diarrea, etc., ni efectos

adversos en las ratas tratadas a las dosis ensayadas. No se produjo

disminucidn de peso corporal.

TABLA N° 6. Resultados de la Toxicidad Aguda Oral.

Dosis (mg/Kg

Mortalidad Machos

Control

rata) Muertos/Total
2000 mg/k
9’9 0/3
2000 mg/k
9’9 0/3
(repeticion)
0/3

Fuente: Elaboracion propia, 2018

Actividad Antidiarreica

El extracto acuoso de Bixa orellana L. (achiote) analizado, presenta
Actividad Antidiarreica en el modelo estudiado, a las dosis de 500 y 1000

mg de muestra/Kg de rata. Los datos son mostrados en la tabla y el grafico

a continuacion:
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TABLA N° 7: Resultados de la Actividad Antidiarreica

Bixa orellana L. (achiote) - Loperamida.

Dosi Distancia Promedio
oslts Longitud recorrida por el carbény, | .. o | Nivel de
Grupo |Animales| intestinal media tivad .
(mrgtla;(g (cm).+ DS activado del transito | ;0 hificancia
(cm) + DS
Control 5 - 78.72 £5.07 73.76 + 4.15 -
. *p<0.05
L°p§;am' 5 |2mgkg| 78.76 £ 5.32 21.2+2.58 71.25%
250 p>0.05
Dosis 1 5 76.24 + 5.06 68.82 + 4.54 6.70%
mg/kg
500 *p<0.05
Dosis 2 5 79.10 £5.20 33.78 + 3.91 54.20%
mg/kg
1000 "p<005
Dosis 3 5 ma/kg 77.54 £ 4.47 24.62 + 3.86 66.62%

Fuente: Elaboracion propia, 2018

* p < 0.005= Existen diferencias significativas con respecto al control.

En la tabla N°7 se evidencia los resultados en promedios de todas las

concentraciones de Bixa orellana L. (achiote) y su control positivo (Loperamida)

en la distancia recorrida del carbon activado en el intestino.

También se evidencia la efectividad en porcentajes comparado con el control

negativo, siendo asi el de mayor actividad el de 1000 y 500 mg/Kg, no

superando al farmaco de Loperamida.
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TABLA N° 8. Analisis estadistico del tratamiento de la actividad antidiarreica de

Bixa orellana L. (achiote) vs Loperamida.

A":;r:; 25ﬁrgngl msgolig 102:);9 Loperamida | Control

1 66.8 311 243 201 75.2

2 62.5 296 19.7 19.8 797

3 71 385 295 18.6 68.4

4 69.2 324 22.4 251 733

5 746 37.3 272 224 72.2
Promedio | 68.820 | 33.780 | 24.620 21.200 73.760
Désst‘gzzia(’r“ 4.537 3.912 3.864 2,578 4.145

Fuente: Elaboracion propia, 2018

En la tabla N°8 se evidencia los promedio de todos los grupos ensayados,
donde podemos decir que el control positivo es el que reduce mejor la actividad
antidiarreica seguido de 1000 y 500 mg/Kg de concentracion de Bixa orellana L.

(achiote), dejando un poco actividad para la concentracion de 250 mg/Kg.

TABLA N° 9. Analisis de varianza.

1. ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados Promedio de Probabilida V?I_or

las cuadrados de los F d critico

variaciones libertad cuadrados para F
209.

Entre grupos | 12503.062 4 3125.7654 378 0.000 2.866

Dentro de los
grupos 298.576 20 14.9288

Total 12801.638 24

Fuente: Elaboracién propia, 2018
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En la tabla N° 9 se demuestra que las concentraciones ensayadas junto con el

control positivo (Loperamida) son estadisticamente diferentes en sus medias.

2. Analisis Multiple Posterior: Prueba de Tukey

Se halla la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) utilizando la Prueba
de Tukey, HSD = 7,31 los valores mayores a este dato son los grupos que
hacen la diferencia (como valor absoluto), por lo tanto, son los que

mostrarian inhibicion mayor.

TABLA N° 10. Analisis multiple posterior: Prueba Estadistica de Tukey.

500 Loperamida
Control | 250 mg/kg 1000 mg/kg
mg/kg 2 mg/kg
Control 4.94 39.98 49.14 52.560

Fuente: propia.

En la tabla N° 10 se ve evidenciado que las concentraciones de 500 y 1000
mg/Kg del extracto acuoso de Bixa orellana L. (achiote) tienen actividad
Antidiarreica por que el valor absoluto de la diferencia de la medias de sus

resultados es mayor al HSD que es 7.31

CONCLUSION: Con un nivel de confianza del 95%, las dosis con mayor
inhibicion son 500 y 1000 mg/Kg.
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Efectividad del extracto acuoso de Bixa
orellana L. (achiote) y Loperamida en
Porcentaje
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Concentraciones del Achiote y Loperamida

Figura 13. Efectividad del extracto acuoso de Bixa orellana L. (achiote) y

loperamida en Porcentajes.
Fuente: Elaboracion propia, 2018

En la figura 11 se realizd la comparaciéon del porcentaje de inhibicion de los
grupos experimentales y control positivo (Loperamida) con respecto al control
negativo. Obteniendo como resultado un mayor indice de actividad antidiarreica
del grupo control (71.258%), le segunda la dosis de 1000 mg/kg con (66.621%)
y a la dosis de 500 mg/Kg (54.203%).

4.2 Contrastacion de hipétesis
Hipotesis especifica |

El extracto acuoso de las hojas de Bixa Orellana L. (achiote) posee actividad

antidiarreica comparada con loperamida en ratas inducidas con aceite de ricino.

Ho El extracto acuoso de las hojas de Bixa Orellana L. (achiote). No posee
actividad antidiarreica comparada con loperamida en ratas inducidas con aceite

de ricino.
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H1 El extracto acuoso de las hojas de Bixa Orellana L. (achiote). Si posee
actividad antidiarreica comparada con loperamida en ratas inducidas con aceite

de ricino.

e Segun el P valor p > 0.05 se acepta la hipétesis nula (Ho).

e P valor < 0.05 se acepta la hipétesis alterna (H1).
Resultado: en la prueba estadistica del test de ANOVA se obtuvo un p < 0.05

Decision: el extracto acuoso de Bixa Orellana L. (achiote) si posee actividad

antidiarreica comparada con loperamida en ratas inducidas con aceite de ricino.
Hipétesis especifica ll

Una dosis de concentracion del extracto acuoso de las hojas de Bixa Orellana L.
(achiote) posee actividad antidiarreica en las ratas inducidas con aceite de

ricino.

Ho Una dosis de concentracion del extracto acuoso de las hojas de Bixa
Orellana L. (achiote). No posee actividad antidiarreica en ratas inducidas con

aceite de ricino.

H1 Una dosis de concentracion del extracto acuoso de las hojas de Bixa
Orellana L. (achiote). Si posee actividad antidiarreica en ratas inducidas con

aceite de ricino.

e Una dosis de concentracion < 1000 mg/kg y 500 mg/kg del extracto
acuoso de Bixa Orellana L. (achiote). No posee actividad antidiarreica se
acepta la hipoétesis nula (Ho).

e Una dosis de concentracion de 1000 mg/kg del extracto acuoso de Bixa
Orellana L. (achiote). Si posee actividad antidiarreica se acepta la

hipotesis alterna (H1).

Resultado: En prueba estadistica de % en efectividad del extracto acuoso se
obtuvo los valores de 1000 mg/kg (66.6%) y 500 mg/kg (54.2%).

Decision: una dosis de concentracion del extracto acuoso de Bixa Orellana L.
(achiote). Si posee actividad antidiarreica en ratas inducidas con aceite de

ricino.
63



Hipotesis especifica lll

El extracto acuoso de las hojas de Bixa Orellana L. (achiote) posee presencia

de metabolitos secundarios que generan la actividad antidiarreica.

Ho El extracto acuosos de las hojas de Bixa Orellana L. (achiote). No posee

presencia de metabolitos secundarios que generan la actividad antidiarreica.

H1 El extracto acuoso de las hojas de Bixa Orellana L. (achiote). Si posee

presencia de metabolitos secundarios que generan la actividad antidiarreica.

e Segun la marcha fitoquimica no posee metabolitos secundarios. Se
acepta la hipotesis nula (Ho)
e segun la marcha fitoquimica si posee metabolitos secundarios. Se

acepta la hipotesis alterna (H+)

Resultados: en la marcha fitoquimica observamos la presencia de los
siguientes metabolitos secundarios alcaloides, compuestos fendlicos, taninos y

flavonoides.
Discusidn: si presenta metabolitos secundarios.

Finalmente después de realizar todos los analisis la hipotesis general y
hipotesis especifica queda resuelta que el producto del extracto acuoso de Bixa

Orellana L. (achiote) si posee actividad antidiarreica.

4.3 Discusion de Resultados

En cuanto a la propuesto a la hipotesis especifica 1, referente a que el achiote
posee efectos inhibidores respecto de la diarrea, existen diversos estudios que
ratifican esta afirmacién, entre los que podemos mencionar: Troncoso, H. ©)
en su estudio determin6é que el extracto acuoso del Bixa orellana L. (achiote)
posee actividad antibacteriana, de igual forma, Sumari, L 4 en su investigacion,
la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico del Bixa orellana L.
(achiote) fue moderada frente a Staphylococcus aureus, sin embargo, aun con
los ocho ecotipos el extracto acuoso del Bixa orellana L. (achiote) presentd una

actividad baja contra el Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa con CMis
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de 6.67 - 13.33 mg/mL y contra Enterococcusfaecalis con CMIS de 8-13.33
mg/mL. Estos resultados confirman la presencia de la actividad antibacteriana
de Bixa Orellana L. (achiote), lo cual apoya a la presente investigacion, la cual
determind que el extracto acuoso del Bixa Orellana L. (achiote) posee actividad

antidiarreica, asimismo reduce los sintomas de la diarrea.

En relacion a lo sefialado en la hipotesis especifica 2, respecto del nivel de
concentracion del extracto acuosos de Bixa orellana L. (achiote), se pueden
mencionar los estudios siguientes: De acuerdo con los resultados de
Troncoso, H., ® |a difusion en placa de los cuatro extractos en estudio
(extracto acuoso de hojas, extracto acuoso de corteza, extracto etandlico de
hojas y extracto etandlico de corteza) solo los extractos etandlicos de hojas
como de corteza tuvieron actividad consideraba frente a una cepa en estudio
Staphylococcus aureus con halos de inhibicion de 20,3 mm y 28 mm
respectivamente. Se determin6 la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentracion Bactericida Minima (CBM) por el método de dilucion en tubo y
dilucion en placa de los extractos frente a Staphylococcus aureus. Las cepas
de Staphylococcus aureus son mas susceptibles al extracto etandlico de hojas
con valores promedio de CIM 200 mg/mL, CBM 225mg/mL en comparacién al
extracto etandlico de corteza con valores de CIM 240 mg/mL, CBM 270 mg/mL.
De igual forma, se puede determinar en los valores promedio del extracto, en la
investigacion realizada por Sumari, L® ya que, los resultados de la capacidad
antimicrobiana revelaron actividad de los extractos acuosos a 50 mg/mL, frente
a las bacterias Gram positivas (Enterococcus faecalis y Staphylococcus
aureus). Con respecto a la determinacién de la Concentracion Minima
Inhibitoria de los extractos acuosos contra Enterococcus faecalis, se evidencié
baja actividad antimicrobiana para el ecotipo 3 y los ecotipo 4 y 6 (CMI de 6.67
y de 8 1 mg/mL respectivamente), mientras que con Siaphylococcus aureus los
ocho ecotipos mostraron moderada actividad, con valores de CMI entre 2.67 y
6.67 mg/mL; en cuanto a los extractos hidroalcohdlicos de los ocho ecotipos de
B ore/lana, la actividad antimicrobiana fue moderada frente a Staphylococcus

aureus (CMis entre 1.67 y 3.33 mg/mL). Estos resultados ratifican los obtenidos
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en la presente investigacion, la cual determind que el extracto Bixa orellana L.
(achiote) a dosis de 500 y 1000 mg/kg de peso de rata, demostrd tener
actividad antidiarreica y tener capacidad de reducir los sintomas del aumento
del transito o motilidad intestinal atenuando los procesos generados por la
induccion con aceite de ricino, comparado con el control, siendo

estadisticamente significativo (p < 0.005).

En referencia a la hipotesis especifica 3, referente a la presencia de
metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos, alcaloides,
flavonoides, aminoacidos , existen varios estudios que sefalan que estos
actuan como antioxidantes, infiriendo asi un efecto citoprotectos, que en
diferentes plantas ya se han comprobado su efecto gastroprotector,
ansitesecretor, antinflamatorio e inhibidor de la migracion de las células
inflamatorias y actividad ante los radicales libres; los flavonoides son
considerados protectores celulares. Ancheta, J., (' también refiere que las
hojas de achiote son ricas en: taninos, compuestos fendlicos, quercetina,
alcaloides, como bixina y nor bixina, y los flavonoides, es por esa razén, por lo
cual se concluye que el efecto gastroprotector del macerado de achiote que fue
utilizado aumentando los niveles de prostaglandinas, se concluye que el
macerado de Bixa orellana L. (achiote) tiene tendencia a ser citoprotector. De
otro lado también Mufioz, L. " prepard el extracto por reflujo de Bixa orellana
L. (achiote), al cual se le encontrd, a través de un tamizaje fitoquimico
porcentajes promedios sobre alcaloides; triterpernos/esteroides, antocianidinas,
flavonoides, saponinas y taninos, asi mismo, se cuantificé los flavonoides
totales expresados como quercetina mediante espectrofotometria UV/Visible a
256 nm (longitud de onda de maxima absorcion), encontrandose en un
porcentaje promedio de 1.25%. Del mismo modo, en la investigacion de
Troncoso, H., © con respecto a la marcha fitoquimica realizada al extracto
acuoso y etandlicos de Bixa orellana L. (achiote); se observa la presencia de
metabolitos secundarios como alcaloides, compuestos fendlicos y aminoacidos,

no obstante, el extracto etandlico de hojas posee también compuestos
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fendlicos que se considera el por qué tiene mayor actividad antibacteriana

frente a Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos justifican el uso de hojas y corteza dandole un valor
agregado al cultivo de Bixa orellana L. (achiote). De otro lado la presente
investigaciéon determiné la presencia moderada de alcaloides, compuestos
fendlicos y flavonoides; y la presentd una evidencia notable de aminoacidos.
Habiéndose encontrado estos compuestos en el estudio, efectivamente el
extracto acuoso del achiote puede tener efecto antidiarreico, debido a que

estos compuestos, metabolitos atribuyen esta condicién.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e Los metabolitos secundarios del extracto acuoso de las hojas de Bixa
orellana L. (achiote) fueron identificados como: taninos, alcaloides,
compuestos fendlicos y flavonoides como posibles responsables de la

actividad antidiarreica.

e El grado de concentracién de la dosis de 1000 mg/kg del extracto
acuoso de las hojas de Bixa orellana L. (achiote) presenté mayor

actividad antidiarreica.

e La actividad antidiarreica del extracto acuoso de las hojas de Bixa
orellana L. (achiote) presentd un porcentaje de inhibicion 66.62% en

comparaciéon con loperamida 71.25%
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5.2 Recomendaciones

e A partir de los resultados encontrados con relacion al grado de
concentracion del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L.
(achiote), que presenta un efecto antidiarreico sumamente sensible, se
realicen otras investigaciones en la misma orientacion a fin de ampliar la

informacion, a fin de que puedan ser utilizados adecuadamente.

e Se desarrollen estudios complementarios sobre otras propiedades
curativas de las hojas de Bixa Orellana L. (achiote), con el propésito de

encontrar alternativas en el tratamiento antidiarreico.

e Dar a conocer mas sobre los beneficios de extractos de la especie de
Bixa orellana L. (achiote) a fin de que pueda ser considerado en la

elaboracion de productos antidiarreicos.

e se recomienda segun los resultados obtenidos utilizar Bixa orellana L.

(achiote) como un producto natural en el tratamiento antidiarreico.

e Realizar charlas sobre Bixa orellana L. (achiote) para dar a conocer mas

como producto antidiarreico.
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ANEXOS



ANEXO 1. MATRIZ DE CONSISTENCIA

TiTULO: “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDIARREICA DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE BIXA ORELLANA
L. (ACHIOTE) EN RATAS ALBINAS DE CEPA HOLTZMAN”

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
Problema General Objetivo General Hipoétesis General Variable Independiente | Variable Independiente Fitoquimico
o El extracto acuoso de las | e Comprobar la El extracto acuoso de las | Variable Metabolitos - identificacion de los | - Screnning
hojas de Bixa Orellana L. | actividad antidiarreica del hojas de Bixa orellana L. | Independiente Secundarios metabolito secundarios fitoquimico
(achiote)  poseera  actividad | gxtracto acuoso de las hojas (achiote) posee actividad
antidiarreica en ratas inducidas | ge Bjxa orellana L. (achiote) antidiarreica  en  ratas | Extracto acuoso | Del extracto etandlico de
con aceite de ricino? en ratas inducidas con aceite inducidas con aceite de | de las hojas de | las hojas de Bixa
Problema Especifico de ricino. ricino. Bixa orellana L. | orellana L. (achiote). -Dosis de la concentracion | Alcaloides
_ . o o (achiote) del extracto acuoso de _
eiCudl es la actividad | Obietivo Especifico Hipotesis Especificas Bixa orellana L.(achiote) Flavonoides
antidiarreica del extracto acuoso
de las hojas de Bixa orellana L. | ®  Comparar la | El extracto acuoso de las alcaloides 250 mg/ kg Compuestos Fendlicos
(achiote) comparado con | actividad  antidiarreica  del | hojas de Bixa orellana L.
loperamida en ratas inducidas | €xtracto acuoso de las hojas | (achiote) posee actividad flavonoides 500 mg/kg
con aceite de ricino? de Bixa orellana L. (achiote) | antidiarreica comparada con
con loperamida en ratas | la loperamida en ratas compuestos fenélicos 1000 mg/kg Farmacolégico
e,En qué concentracion el | inducidas con aceite de ricino. | inducidas con aceite de
extracto acuoso de las hojas de ricino. taninos Manual del CYTED
Bixa orellana L. (achiote) | e Determinar la
poseera actividad antidiarreica | concentracion del extracto | Una dosis de concentracion
en ratas inducidas con aceite de | acuoso de las hojas de Bixa | del extracto acuoso de las | Variable

ricino?

e; Qué metabolitos secundarios
presenta en mayor
concentracion el extracto
acuoso de Bixa orellana L.
(achiote) que genera la
actividad antidiarreica?

orellana L. (achiote) con
actividad antidiarreica en ratas
inducidas con aceite de ricino.

eDeterminar algunos
metabolitos secundarios con
mayor presencia en el extracto
acuoso de las hojas de Bixa
orellana L. (achiote) que
genera la actividad
antidiarreica.

hojas de Bixa orellana L.
(achiote) posee actividad
antidiarreica en ratas
inducidas con aceite de
ricino.

3) El extracto
acuoso de las hojas de Bixa
orellana L. (achiote) posee
presencia de metabolitos
secundarios que generan la
actividad antidiarreica.

Dependiente

Actividad
antidiarreica

(FITOQUIMICO)

Variable Dependiente

Actividad  antidiarreica
experimental con carbén
activado.

(FARMACOLOGICO)

Variable Dependiente

Recorrido en centimetros
del carbén activado en el
intestino de la rata
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ANEXO 2. Fotos sobre las evaluaciones quimicas

a. Extraccion acuosa de las hojas de Bixa orellana L. (achiote)
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b.- Marcha Fitoquimica de las hojas de Bixa orellana L. (achiote)
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d.- Resultados del tamizaje fitoquimico

e.- Reactivos para la prueba de solubilidad.
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f. Evaluacién cromatografica en capa fina.
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h.- Secado de las placas cromatograficas.

i. Evaluacién cromatografica en capa fina “flavonoides”.
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j-- Secado de las placas cromatograficas.

k. Ratas albinas macho cepa Holtzman.
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l.- pesado de las ratas.

85



n.- Induccién de diarrea con aceite de ricino por via oral.
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o.- Diseccion de animales para remocién de intestino.

p.- Control positivo: Loperamida 2 mg/kg.
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g.- Dosis de 1000 mg/kg de extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana
L. (achiote).

r.- Dosis de 500 mg/kg de extracto acuoso de la hoja de Bixa orellana L.
(achiote).
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s.- Dosis de 250 mg/kg de extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L.
(achiote)
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ANEXO 3: CONSTANCIA SOBRE LA TAXONOMIA DE BIXA ORELLANA L.
(ACHIOTE)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
P Universidad del Pers, DECANA DE AMERICA

(4
52 VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
NESTIGRTION Y POSGRAGS MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Didlogo y la Reconciliacion Nacional”

CONSTANCIA N©°259-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa), recibida de Alan Garcia Lépez y Aidee
Guiselia Pariachi Castro, estudiantes de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioguimica, Universidad Inca Garcilaso de la Vega; ha sido estudiada y clasificada

como: Bixa Orellana L. y tiene la siguiente posicién taxonémica, segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA,
SUBCLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: VIOLALES
FAMILIA: BIXACEAE
GENERO: Bixa
ESPECIE: Bixa Orellana L.

Nombre vulgar:" achiote"
Determinado por: Blgo. Severo Baldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime convenientes.

Lima, 04 de julio de 2018

P 53,

. ASUNC%N A. CANO ECHEVARRIA
DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

o f

S
G e 1S
a7 WY
ACE/ddb e
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ANEXO 4: CERTIFICADO DEL OPTIMO ESTADO DE
RATAS.

UNIVERSIDAD PERUANA

£ CAYETANO HEREDIA

CERTIFICADO

Lima. 20 de julio del 2018

Mediante la presente se certifica que las 31 ratas albinas (Rattus novergicus) de la cepa
Holtzman, machos con un promedio de peso de 230 g, adquiridos el 20 de julio del 2018 por &l
bioterio de la UPCH, se encuentran en optimo estado sanitario v fisioldgico para ser utilizado en

cualquier protocolo biomédico.

Se expide este documento para fines pertinentes.

Atentamente,

T T T —— .
Ew CHRINTLL FIPOT ALVARET
dv's de Bwigris
LED - LPPCH
= OMY sRas
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ANEXO 5: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA
DETERMINAR LA DISTANCIA PROMEDIO RECORRIDO POR EL CARBON
ACTIVADO

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDIAREICA DEL EXTRACTO ACUOSO DE
LAS HOJAS DE ACHIOTE (BIXA ORELLANA) EN RATAS ALBINAS CEPA
HOLTZMAN

INSTRUCCIONES

Antes de iniciar con la observacion, procure encontrarse en un estado de equilibrio
emocional y somatico.

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.
Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicién de alguna unidad de analisis,
descarte su evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea

TABLA
Actividad Antidiarreica en el recorrido del carbdn activado en sus diferentes concentraciones
de Achiote en ratas albinas macho de cepa Holtzman

Tabla del Recorrido del Carbén activado en sus diferentes
concentraciones de Achiote

NO

DE Areas de cierre de herida medidos con el Vernier
SEMANAS

Concentracion | Concentracion | Concentracién | Control positivo

] Control negativo
250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg (Loperamida)

0 Dias

7 Dias

14 Dias
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HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO N°

CUSTIONARIO AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDIAREICA DEL EXTRACTO ACUOSO DE
LAS HOJAS DE ACHIOTE (BIXA ORELLANA) EN RATAS ALBINAS CEPA
HOLTZMAN

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinion acerca de lo siguiente:
MENOS DE
50-60-70-80-90-100

1. ¢En qué porcentaje estima que con este instrumento se lograran los objetivos
PrOPUESIOS?. .o (YO)YOH) () ()X

2. ¢En qué porcentaje considera que los items estan referidas a los conceptos del

L (=10 0= 1 PR IS ISISISICS)

3. ¢Qué porcentaje de un items planteados cree que son suficientes para lograr
[0S ODJELIVOS ... e ()YCHYH)H ()
(x)

4. ;En qué porcentaje estima que los items del instrumento son de facil
(o70] 101 o] (=1 0] L0 I ST PP (YOO () ()X

5. ¢Qué porcentaje de los items considera usted que siguen una secuencia

[oTo | Tor= 17O RURPRSPP IGISISISIES)

6. ¢En qué porcentaje valora usted que con este instrumento se obtendran datos

similares si se explicara en otras muestras?.............cccccuveee .. BIGIGISISIES)
SUGERENCIAS

1. ¢Qué items considera usted que deberian agregarse?
Considero que los items propuestos son los indicados.

2. ¢Qué items estima que deberian eliminarse?
Considero que los items propuestos son los indicados.

3. ¢Qué items considera que deberan reformularse o precisarse mejor?
Considero que se tomaron las medidas para que el trabajo abarque lo esperado.

Fecha: 2018-12-18
Validado por: Erik Olivar Gallegos
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