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ii.- Titulo:

Efecto diurético del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana (achiote) en ratas.



iii.- Resumen

La presente investigacion tuvo como objetivos evaluar el diurético del extracto acuoso
de las hjas de Bixa orellana (achiote) en ratas. El un estudio fue preclinico y se
desarroll6 en el laboratorio de Farmacologia de la Escuela de Farmacia y Biogquimica,
Facultad de Medicina Humana. Universidad San Pedro, Chimbote, Perd. Para lo cual
se utilizé6 36 ratas albinas Cepa Holtzman donde todos recibieron NaCl 0.9% 25
mL/kg, luego de 30 min los animales fueron separados en seis grupos de seis ratas
cada una, y se procedi6 a la adminsitracion de los tratamiento siguientes: 1° grupo SSF
2mL/Kg, 2° furosemida 10 mg/kg °, el 3° hidroclorotiazida 200 mg/Kg y el 4°, 5° y
6° recibieron extracto en dosis de 50, 250 y 500 mg/kg respectivamente, El extracto
acuoso evidencio la presencia de presencia de carbohidratos, azlcares reductores y
taninos en abundante cantidad, aminoacidos libres, flavonoides, alcaloides y
glicosidos en regular cantidad, heterdsidos antraquindnicos y esteroides triterpénicos
en poca cantidad; asi mismo a una dosis de 500 mg/kg tiene mayor volumen promedio
de orina (4,87 mL), demostrando ser dosis dependiente asi mismo los valores
promedios de furosemida fueron de 16,68 mL y el de hidroclorotiazida de 14,00 mL,
encontrandose que a una dosis de 500 mg/Kg presenta el mayor porcentaje de
excrecion urinaria de 19,48% frente a furosemida de 66,72% e hidroclorotiazida al
56,00 %. Asi mismo el extracto a dosis de 500 mg/Kg evidencia mayor porcentajes de
actividad diurética con el estandar farmacoldgico furosemida 29,20%, y con el
estandar hidroclorotiazida de 34,79%. Concluyendo que el extracto acuoso de las hojas

de Bixa orellana (achiote) en ratas, posee efecto diureético.

Palabras clave: Diuresis, extracto acuoso, Bixa orellana, achiote.



iv.- Abstract

The present investigation aimed to evaluate the diuretic of the aqueous extract of the
Bixa orellana (achiote) leaves in rats. The one study was preclinical and was developed
in the Pharmacology laboratory of the School of Pharmacy and Biochemistry, Faculty
of Human Medicine. San Pedro University, Chimbote, Peru. For which 36 Holtzman
strain albino rats were used where all received 0.9% NaCl 25 mL / kg, after 30 min the
animals were separated into six groups of six rats each, and the following treatments
were administered: 1 SSF group 2mL / Kg, 2nd furosemide 10 mg / kg, 3rd
hydrochlorothiazide 200 mg / Kg and 4th, 5th and 6th received extract in doses of 50,
250 and 500 mg / kg respectively. aqueous extract evidenced the presence of
carbohydrates, reducing sugars and tannins in abundant quantity, free amino acids,
flavonoids, alkaloids and glycosides in regular quantity, anthraquinone heterosides and
triterpenic steroids in small quantity; Likewise, at a dose of 500 mg / kg, it has a higher
average volume of urine (4.87 mL), proving to be dose dependent, likewise the average
values of furosemide were 16.68 mL and that of hydrochlorothiazide was 14.00 mL,
finding that at a dose of 500 mg / Kg it presents the highest percentage of urinary
excretion of 19.48% compared to furosemide of 66.72% and hydrochlorothiazide of
56.00%. Likewise, the extract at a dose of 500 mg / Kg shows higher percentages of
diuretic activity with the pharmacological standard furosemide 29.20%, and with the
hydrochlorothiazide standard of 34.79%. Concluding that the aqueous extract of the

leaves of Bixa orellana (achiote) in rats, has a diuretic effect.

Keywords: Diuresis, agueous extract, Bixa orellana, achiote.
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l. Introduccion

1.1. Antecedentes y fundamentacion cientifica.

Rios Bermeo (2018), buso6 determinar la afinidad del colorante natural Achiote al
5% (Bixa orellana) como alternativa a la eosina en la tincién con hematoxilina-
eosina en tejido hepatico de oveja. El tinte se obtuvo del Instituto de Quimica y
Ciencias Dinamicas de la Universidad Nacional de Cajamarca. Se utilizaron
muestras de higado de 10 ovejas sacrificadas en Camal Municipal de Cajamarca.
Los resultados mostraron que la calidad de la tincion era baja y no se observo
ningln contraste entre las estructuras celulares. El estroma, el parénquima
hepatico y los vasos sanguineos del higado de oveja no tienen afinidad por el
pigmento de Bixa orellana (Achiote) al 5%, todos son azules y solo por el
pigmento de hematoxilina. ElI uso de Bixa orellana (Achiote) al 5% como
alternativa a la eosina en técnicas de tincion con hematoxilina-eosina en tejido de

higado de oveja no mostro afinidad por el colorante.

Bejar (2017). Busco mostrar el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de las
semillas de Bixa orellana L. Para la eleccion de la designacion hipoglucemiante
se usé el método resefiado por Arroyo J., esta demostrado en la medicion de los
niveles de glucosa en sangre mg/dL incitado con aloxano en ratas de cepa
Holtzman. Se manejaron 48 ratas albinas de cepa Holtzman entre 150 a 200

gramos de peso, las cuales fueron distribuidas en 6 grupos al azar.

Viteri (2018). Encontré que las concentraciones de 75% y 100% de extracto
metanolico de hojas de Bixa orellana mostraron una baja proporcién de unidades
formativas de Candida albicans cepa ATCC 10231 (0 UFC / ml) en las
incubaciones de 24 y 48 horas. Cuando se establece la actividad anti fangica del
extracto de hoja de Bixa a concentraciones de 25,75y 100% en una ldmina acrilica
que contiene Candida albicans ATCC 10231.



Camacaro (2018). propuso un color liposoluble para el negocio de la alimentacion
de la Bixa Orellana L. o bien conocido como achiote mediante una extraccién con
la utilizacion de un soluble. Se consideraron los atributos de suciedad de las
plantas de onoto de la localidad EIl Pernal, Tinaquillo, estado Cojedes, elegidas
para el examen actual. Los disolventes, por ejemplo, etanol, n-hexano, derivacion
del &cido etil acético e hidroxido de potasio, se evaluaron como especialistas en
drenaje de bixina, con la ayuda de una prueba de normas con la que trabajo la
industria alimentaria y con la utilizacion de hardware de luz UV aparente Se
rastred que el KOH al 2% era el increible extractor soluble debido a su gasto
minimo, bajo grado de nocividad y alto rendimiento. Las pruebas de extraccion se
realizaron en semillas de onoto a escala de laboratorio donde se examinaron
factores como la proporcion de soluto y cantidad soluble, el tiempo de rociado, la
inquietud y, por lo tanto, los pasos resultantes como el equilibrio y precipitacion
de bixina, el tamizado al vacio y el secado. al broiler y capacidad, donde se

resolvid la ejecucion de extraccion.

Ambar (2019). Evalud la intoxicacion oral en porciones repetidas durante 30 dias
del concentrado etanolico de las hojas de Bixa orellana (achiote) en roedores Las
plantas fueron recolectadas en la localidad de Cascajal, comarca de Santa, rama
de Ancash, la prueba reconocible ordenada se hizo en el sala de exposiciones de
historia normal de la UNMSM Lima-Peru, se obtuvo el concentrado y hecho el
estudio fitoquimico rastre6 una gran cantidad de taninos y flavonoides; Se espera
que el concentrado no influya en el desarrollo o peso del roedores, al igual que sin
modificaciones en los limites bioquimicos de la sangre. Inferir que el concentrado
etanolico de las hojas de Bixa orellana (achiote) administrado por via oral durante

30 dias en roedores no es dafiino.

Nasimba (2019). Busc6 mostrar que el color separado de Bixa orellana L.
(achiote), puede suplantar colores manufacturados en estructuras fluidas de
farmacos, para esto, se hicieron 2 grumos de 24 jarabes de acetaminofén cada uno,

los cuales se embutieron en 2 tipos de materiales de atado. 1 paquete en portavasos



y 1 parte en compartimentos de polietileno de alto espesor. Se realizé un estudio
de solidez durante 90 dias, presentando los grupos a varias temperaturas y
humedad relativa constante. Hacia el final del examen, se resolvi6 el impacto de
la temperatura y el material del compartimento sobre la energia de degradacion
del acetaminofén. Utilizando la estrategia de Arrhenius, se adquirié el marco de
tiempo de usabilidad realista para el jarabe de acetaminofen en portavasos de 18,4
meses y para los compartimentos de polietileno de alto espesor de un afio. Se
descubri6 que el jarabe de acetaminofen se conserva mejor en compartimentos de
vidrio. El colorante extraido de Bixa orellana L. (achiote) mostr0 mediante
pruebas organolépticas que se encuentra mejor protegido en los compartimentos
de vidrio, ya que no hay evidencia de progreso en la resonancia subyacente,
mientras que en los soportes de polietileno de alto espesor la resonancia disminuyo

hacia el final. la investigacion.

Viteri (2018). Encontro que el 25% del concentrado de metanol de hoja de Bixa
orellana arroja un normal de 1,20 UFC / ml de Candida albicans a las 24 horas de
inmunizacion y el control negativo tuvo una media de 123,80 UFC / ml, en cambio
a agrupaciones de 75% y 100 % no hubo desarrollo (0 UFC / ml), esta conducta
fue comparable para el control positivo. Para las 48 horas de vacunacion, se
resolvié que el 75% y 100% del concentrado y el control negativo revelaron
ventajas de 0 UFC / ml del paréasito, mientras que el 25% del concentrado formo
2,20 UFC / ml y con el control Negativo fue un desarrollo incontable del
crecimiento. Extremos: Las convergencias del 75% y el 100% del concentrado
metanolico de la hoja de Bixa orellana presenta una cantidad mas modesta de
unidades conformadoras de la cepa Candida albicans ATCC 10231 (0 UFC / ml)
tanto a las 24 como a las 48 horas de incubacion, a la inversa con la centralizacion
del 25% que mostroé desarrollo del organismo. Estos ejemplos tenian una actividad
antifangica similar a la clorhexidina, por lo que son viables en la eliminacion y /

o disminucion de Candida albicans.



Garcia (2018). Evaluo la actividad antidiarreica del extracto acuoso de las hojas
de Achiote (Bixa Orellana) en ratas albinas, Cepa Holtzan”, que tuvo como
objetivo comprobar la actividad antidiarreica del extracto acuoso de las hojas de
Bixa orellana L. (achiote) en ratas inducidas con aceite de ricino. Investigacion
aplicada, de enfoque cuantitativo, que busca dar respuestas objetivas y expresadas
ademas en indices numéricos puntuales del objeto de estudio. Asi mismo, presenta
un caracter transversal, en donde se midi6 la actividad antidiarreica. En la prueba
estadistica del test de ANOVA se obtuvo un p < 0.05, en la prueba estadistica de
% en efectividad del extracto acuoso se obtuvo los valores de 1000 mg/kg (66.6%)
y 500 mg/kg (54.2%). En la marcha fitoquimico observamos la presencia de los
siguientes metabolitos secundarios alcaloides, compuestos fendlicos, taninos y
flavonoides. Finalmente queda resuelto que el producto del extracto acuoso de
Bixa Orellana L. (achiote) si posee actividad antidiarreica. Concluyendo que los
metabolitos secundarios del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L. El
nivel de concentracion de la dosis de 1000 mg/kg del extracto acuoso de las hojas
de Bixa orellana L. (achiote) presentd mas actividad antidiarreica. La actividad

antidiarreica del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana L.

Alvarado (2021). Buscé determinar los Metabolitos Secundarios de hojas de once
morfotipos de Bixa Orellana L. por Métodos Espectrofométricos”, que tuvo como
objetivo determinar por métodos espectrofométricos los Metabolitos Secundarios
de hojas de once morfotipos de Bixa Orellana L. Investigacion descriptiva, se
desarrollé de manera experimental recopilando datos obtenidos de distintas
fuentes con intervencion del investigador. Las comparaciones multiples entre los
grupos de estudio aplicando la prueba Duncan, donde los valores obtenidos de
alcaloides presentes en hojas de los once morfotipos de B. orellana L., siendo
importante resaltar que los morfotipos 9,11,10y 7 presentan 45,82 mg/100g, 44,94
mg/100g, 39,72 mg/100g y 39,04 mg/100g respectivamente, siendo estos valores
los mas altos. Los valores obtenidos para saponinas presentes en hojas de los once

morfotipos de B. orellana L., siendo importante resaltar que los morfotipos



9,11,10 y 7 presentan 577,741 mg/100g, 567,654 mg/100g, 549,561 mg/100g y
514,583 mg/100g contienen valores mas altos en comparacion con los otros
morfotipos. Concluyendo, que de los once morfotipos estudiados, hay 4
morfotipos con valores maximos en cuanto al contenido de polifenoles totales,
flavonoides, antocianinas, catequinas, alcaloides y saponinas; dichos son los
morfotipos 9,11,10 y 7 respectivamente.

Compounds isolated from Bixa orellana: evidence-based advances to treat
infectious diseases (2020). Se buscOd determinar los avances basados en la
evidencia para el tratamiento de enfermedades infecciosas en compuestos aislados
de Bixa Orellana. Los articulos fueron buscados en la base de datos Pubmed (1998
a marzo de 2019) articulos cientificos. Los términos de busqueda fueron: "B.

~

orellana ", actividad antimicrobiana"y ~ antibacteriano”. Se realizd una
busqueda bibliografica exhaustiva, pero solo se incluyeron extractos de urucum y
compuestos aislados con resultado positivo. Esta revision se ha llevado a cabo
debido al actual incremento de articulos publicados sobre B. orellana, asi como al
incremento del numero de publicaciones al respecto. Se evaluaron los efectos in
vitro e in vivo del aceite importante de semillas de B. orellana contra Leishmania
amazonensis. El aceite ensefi0 actividad contra la manera de amastigote
intracelular (IC50 = 8.5 pg / mL), en lo que la concentracion citotoxica ha sido 7
veces mas grande para las células huésped. Se ensefio la capacidad del aceite de
Bixa para el control de la progresion de la leishmaniasis cutanea implantada en
ratones BALB / ¢, luego de un procedimiento con 30 miligramo / kilogramo por
gestion intraperitoneal a lo largo de 14 dias. Dichos trabajos demostraron una
buena actividad del extracto contra las bacterias: B. Se ensefid la actividad
antiinflamatoria del extracto de B. orellana, indicada por la eliminacién del
crecimiento de la permeabilidad vascular y la infiltracion de leucocitos,
concluyendo que la inhibicion de los eventos inflamatorios posiblemente se
encuentre mediada por la inhibicién de la formacion y liberacion de NO y VEGF

B. orellana, haciendo mas facil el desarrollo cientifico.



Gatsou (2020). En su investigacion “Anti-oxidant and anti-inflammatory potential
of aqueous extracts of leaves, barks and roots of Bixa orellana L. (Bixaceae) on
acetaminophen-induced liver damage in mice”, evalud los efectos protectores de
esta planta sobre la lesion hepatica subaguda inducida por acetaminofén (APAP)
en ratones. Se prepararon diversos extractos acuosos de raices, hojas y corteza.
Los ratones albinos se dividieron en 6 equipos: un conjunto de control, un
conjunto APAP; un conjunto de silimarina (control positivo) y 3 conjuntos de
prueba. Los ratones se han tratado por via oral con APAP (250 miligramo / kg)
seguido 3 horas despuées por extractos de plantas, gestion de silimarina (50
miligramo / kg) o agua destilada (10 ml / kg) una vez al dia a lo largo de 7 dias.
Los examenes histologicos se han realizado por medio de tincion con
hematoxilina / eosina y el contenido fitoquimico cualitativo de los extractos de

plantas se evalué por medio de procedimientos convencionales.

Medina & Minaya (2019), investigaron el “Efecto cicatrizante del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Bixa orellana L. sobre heridas superficiales en
ratones albinos” que tuvo como objetivo estudiar el efecto cicatrizante del extracto
hidroalcoholico de hojas de Bixa orellana L. sobre heridas superficiales presentes
en ratones albinos. Esta investigacion que se llevo a cabo fue de tipo analitica,
experimental y preclinica, que se desarrollé en el laboratorio de farmacologia de
la Facultad de Medicina Humana, de la Universidad San Pedro. La poblacion para
este proyecto estuvo compuesta por la presencia de 36 ratones musculus var.
Albinus, que fueron posteriormente divididos en seis grupos, cada uno
conformado por 6 ratones, siendo el primer grupo en recibir SSF de 2 ml / kg, el
segundo grupo recibié sangre de grado, al tercer grupo se le administro cicatricure
mientras que la 4, 5y 6 se le administro extracto de achiote en concentraciones
del 10%, 50% y 100%, respectivamente. Se continu6 con el test de cicatrizacion
donde los datos obtenidos se sometieron a andlisis estadistico descriptivo y
andlisis de varianza con el programa SPSS (p< 0.05). Se logré evidenciar que

cuando la concentracién de extracto es del 100%, muestra un mayor efecto



cicatrizante (efectividad 56, 44%). Se llegd a la conclusion de que el extracto
etanolico de hojas de Bixa orellana L. "achiote” posee un efecto cicatrizante en
las heridas superficiales de Mus musculus var. Albinus.

Murillo (2019) en su proyecto de investigacion denominado “Estudio in vitro del
efecto inhibitorio del extracto de achiote (bixa orellana) sobre cepas de
streptococcus mutans” muestra que el presente trabajo tiene como objetivo
determinar el efecto inhibidor de diferentes concentraciones (50%, 100%) de
extracto achiote (Bixa orellana) sobre cepas de Streptococcus mutans mediante
estudios in vitro. Los métodos a realizar indica que se aplicaron estudios
experimentales, in vitro y comparativos en una muestra poco probable de 20
placas de Petri que contenian cepas de Streptococcus mutans, divididas en dos
grupos de estudio: Grupo A: extracto de Bixa Orellana al 50 en 10 placas de Petri
con revestimientos y Grupo B: 10 placas de Petri remojado en extracto al 100%
de Bixa orellana usandose en ambos grupos la clorhexidina al 0.12% como control
positivo junto al agua destilada como control negativo. El efecto inhibidor se
evalué midiendo el halo inhibidor con una regla milimétrica. Los datos obtenidos
fueron procesados por el programa estadistico SPSS aplicando la prueba
estadistica de Kruskal Wallis y la prueba de Mann-Whitney. Como resultados se
logro obtener que al 50% de concentracion, el efecto inhibidor del extracto de
Bixa orellana contra Streptococcus mutans fue constante, con una zona inhibitoria
de 6-6,25 mm y al 100% una inhibicion maxima de una zona de 9,4 mm. En
comparacion con el gluconato de clorhexidina al 0.12%, el efecto fue mas débil
en ambas concentraciones, la clorhexidina mostré un rango maximo de 12,50 mm
y el extracto de achiote mostré6 un efecto inhibidor en comparacién con una
solucion salina de concentracion de 50% (6mm) y de manera aumentada al 100%
(8,40 mm). Se concluye que, dado que el extracto de Bixa orellana no supero el
0,12% del efecto inhibidor de la clorhexidina sobre Streptococcus mutans, se
deben investigar métodos para extraer el ingrediente activo del achiote para

potenciar el efecto inhibidor de Streptococcus mutans y otros agentes patdgenos.



Galvan (2019) en su proyecto de investigacion titulado “Evaluar el efecto
bactericida del extracto etandlico de la hoja Bixa orellana L.”ACHIOTE” sobre
cepas de Salmonella typhi ATCC 167 comparado con azitromicina, estudio in
vitro” se realizé un estudio de tipo experimental in vitro con el objetivo de evaluar
el efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L
relaciondndolo con la azitromicina a 5 pg contra la cepa de Salmonella typhi
ATCC 167 a realizarse en un estudio in vitro. Se llevo a cabo 4 diluciones de
extracto etanolico (100%, 75%, 50% y 25%), azitromicina a 5 ug y un control
neutro junto con DMSO. Cada grupo de estudio se repitio 10 veces. Se logro
determinar que el extracto etanolico de Bixa orellana L. demuestra halos
inhibidores mediante diluciones del 75% (15,6 mmDS + 2,1 IC 95% 14.1-17,1)
mientras que al 100% el halo inhibitorio fue de 18,1 mm DS £ 1,5 IC 95% 17,0-
19,2 siendo un valor que se considera valido frente al estandar CLSI (> 12 mm)
pero que no llega a superar el halo de inhibicion de azitromicina (28,5 mm, DS:
+. 1.0 1IC 95% 27,8-29,2). El ensayo de Tukey mostro que el grupo evaluado fue
parejo y el grupo azitromicina tuvo mayor actividad antibacteriana, por lo tanto,
el andlisis estadistico ANOV A mostré que los resultados del estudio fueron muy
significativos (p = 0,000). Se observé que a mayor concentracion de extracto
etanolico en las hojas de Bixa orellana L., mayor halo de inhibicion. Se concluyo
que el extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. exhibi6o actividad
antibacteriana contra las cepas de Salmonella typhi ATCC 167, pero fue inferior
al de la azitromicina y podria utilizarse como adyuvante en el tratamiento de la

enfermedad tifoidea.

Alegria (2017) con su proyecto de investigacion llamado “Evaluacion de la
actividad cicatrizante, en ratas albinas, de la combinacion de los preparados
galénicos de Bixa orellana L. (Achiote), Ocimum campecheanum Mill. (Albahaca
de monte) y Aloe vera L. (Sabila)” concluyé mediante la evaluacion de la
actividad curativa de las preparaciones de pomadas de hierbas basadas en Bixa

orellana, Occimum campechianum y Aloe vera comparandolas con estudios



previos para evaluar si eran mas efectivas que otras preparaciones,
individualmente o no, utilizdndose en heridas secundarias de ratones albinos. Se
hizo uso del andlisis estadistico del modelo de varianza, la comparacion de los
controles mediante el analisis de Dunnett y las gréaficas de rango como también la
comparacion porcentual de los resultados. Los resultados mostraron que después
de 10 dias de tratamiento, el ungiento al 30% (10% de Bixa orellana, 10% de
Occimum campechianum y 10% de Aloe) demostré que no era mejor que O.
campechianum solo y A. vera, pero que en preparados de B. orellana los
individuos de control dieron positivo ya que hubo una reducida poblacion donde
la herida se cerro por completo. En ausencia de estudios sobre B. orellana, el 10%
de las preparaciones solas se realizaron y mostraron una mejor regeneracion

tisular que la combinacion de pomadas y controles activos.

Alvarez, Fernandez y Rodriguez (2008), al evaluar el efecto diurético del extracto
acuoso de pericarpio de melon (Cucumis melo L), variedad reticulatus Naud) en
ratas, evidenciaron un incremento del volumen de orina y la concentracion de
electrolitos en relacion con el grupo control. Excrecidn urinaria, actividad y accion
diurética fueron en algunos casos, similares al diurético de referencia. La relacion
sodio-potasio sugiere un mecanismo de accion tipo furosemida. Concluyendo que

existe efecto diurético de la decoccion de concha de melan.

Daud, Habit, y Sanchez, (2007). Estudiaron la actividad diurética de extractos
acuoso de Polylepis australis Bitter (quefioa) en ratas de la linea Wistar
encontrando que el extracto posee mayor actividad diurética y salurética frente al
grupo control y a la furosemida (20 mg/kg). Se analizo la relacion Na+ /K+ y se
observé un incremento frente al control negativo e inferior frente al diurético de
referencia, lo que sugeriria que los extractos acuosos de hojas y corteza de quefioa
podrian actuar como diuréticos tiazidicos, los cuales aumentan los niveles
urinarios de K+ alterando la relacion Na+ /K+. Concluyéndose que las hojas y

corteza de quefioa poseen efecto antihipertensivo y por lo tanto actividad diurética.



Gasparotto, Aurelio y Botelho (2009). Investigaron Natriuretic and diuretic effects
of Tropaeolum-majos (tropaeolaceae) in rats. Asi pudieron evidenciar que la
ingesta en un 10 % del producto estudiado lo que incrementé de manera
significativa la secrecion de Na+ en orin. Solo la administracion oral de 300mg/kg
de HETM incremento de modo significativo la secrecion; en el caso de una ingesta
por largos periodos se acrecienta de modo significativo la cantidad de orin
producida y la secrecion de Na+, sin verse influenciados otros aspectos. Con el
fin de conseguir evidencia de algin tupo respecto a la probable implicancia que
tienen las prostaglandinas sobre la produccion de orin, la ingesta conjunta de
HETM con indometacina de 5mg/kg minimizé la secrecion de orin con Na en
comparacion a la administracion individual de HETM. En tal sentido, se establece
como resultado que HETM parece contener agregados que influyen en la
produccién de orin sin presentar rastros toxicos, lo que a su vez puede estar

involucrado con las prostaglandinas.

Adam, Somchit, Sulaman, y Nasaruddin, (2009). En su estudio: Diuretic
properties of Orthossiphon-Staminues-Benth. Hallaron que la produccion de orin
se encuentra en funcion de la dosificacién de este producto. No obstante, se
evidencia que la secrecion de tanto Na+ como CI- no ha sido elevadamente
notable, aunque si incrementd de manera significativa la produccién de K+. El
extracto del producto estudiado aumento en la sangre de forma ligera el nitrogeno
ureico, la glucosa y la creatinina; pese a que segun la estadistica estos aspectos
son significativos frente al control, ain pertenecen al segmento normal. Debido a
ello se puedo evidenciar que este producto denota promover fia secrecion de orin,

aungue no en igual medida como las hidroclorotiazidas y furosemidas.

En Argentina Habib, Daud y Sanchez (2005), evaluaron los efectos diuréticos del
extracto acuoso y alcohdlico de Phrygilanthus acutifolius-corpo en dosificaciones
de 200mg/kg y 400mg/kg del peso corpdreo. A partir de ello, se compararon las
resultantes con los alcanzados en cuanto al diurético referencial (furosemida)

mediante una dosificaciébn de 20mg/kg del peso, mientras que como control
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negativo se usd una solucion fisioldgica. En tal sentido, se demostrd que los
extractos investigados tienen incidencia en la produccion de orin, sobre todo en
las dosificaciones de menor cantidad puesto que demuestran ser mas efectivos con
relacién a la otra, por otro lado, en cuanto al control referencial se puede precisar
que este tubo menor segregacion de K, por lo que es posible decir que los extractos
son ideales para actuar como ahorrador de este elemento.

Felipe, Garcia, Scull, Herrera & Fernandez (2011), al investigar los efectos
diuréticos del extracto tanto acuoso como seco de Caesalpinia-bahamensis-lam
(brasilete) sobre un grupo de 30 y emplear una evaluacion con ayuda de una jaula
metabolica para cada roedor que permite cuantificar el orin (vol/hr). A través de
esto, se hallo que el grupo control registra el mayor punto de actividad después de
los 60 minutos de la suministracion, mientras que en el grupo de estudio se pudo
notar esto a los 120 minutos, sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p <0.05) con relacion al actuar biologico de los
grupos con Furosemida. En tal sentido, se determind que el producto estudiado
tiene una consecuencia diurética marcada consiguiendo el mayor valor posterior

a los 120 minutos de la administracion.

En el Ecuador Naranjo (2013). Al evaluar tanto la produccion de orin como la
medicion de polifenoles de jamaica (hibiscus-sabdariffa-L.) producida en una
zona de este pais; por lo que se utilizé el caliz de las flores y lo administré por via
oral en Rattus novergicus y tratadas experimentalmente en jaulas metabdlicas.
También cuantificd los polifenoles presentes en la muestra vegetal a través del
método FolinCiocalteu siendo esto un 0.29 %. El trabajo de determinar la
presencia de algun metabolito se llevd a cabo a través de la separacion de los
componentes por las capas columna y fina (cromatografia), ello con la ayuda del
disolvente acetato de etilo-2propanol-agua—formic acid(6: 2: 2: 1v/v)
comprobando la existencia de delfinidina- 3- glucosido- xilosa(Hibiscina) ademas
de la cianidina- 3- glucosido- xilosa. EI aumento de la cantidad producida y

secretada de orin del caso estudiado fue de 2mL, en cuanto a los casos del
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referencial positivo (furosemida) este dio 8mL mientras que el polifenol en
cantidades de 10-20-30-40-80mg/Kg generaron respectivamente 1.6-3.5-2.9-1.9-
0.9mL de orin. Concluyéndose que con 20 mg/Kg que tiene un porcentaje de orin
con respecto caso de estudio del 75% y frente a la referencia del 47 %, con una
cantidad volumétrica de secrecion en el caso del conducido con 78 %, el producto

elaborado no se caracteriza por ser toxico en ningun nivel.

Dentro del escenario de Guatemala, el autor Noriega. (2015). Durante su trabajo
al intentar establecer la influencia diurética de los extractos acuosos de una serie
de especies vegetativas de la familia citrus consideradas de caracter medicinal
como lo son las: aurantifolia, paradisi y reticulata. Evidencié que estas
incrementan significativamente la cantidad de orin dentro de los grupos de estudio

sin la necesidad de considerar sus hojas.

Apéstegui (2009). Al evaluar la incidencia diurética que tienen los zumos del
limén, teniendo en consideracion tanto una referencia negativa como 2
medicamentos referenciales, hallé que este tiene una dosis letal media igual a
5000mg/Kg del peso corpdreo. A partir de esto se concluyd que este producto
genera una incidencia positiva en la produccion y secrecién de orin, los
electrolitos y el pH, cabe mencionar que su uso no es perjudicial si es que se

consume hasta una unica dosificacion por dia igual a 5000mg/Kg.

Bonifaz y Mufiiz. (2018), Al evaluar la influencia de tipo diurético de los extractos
hidroalcoholicos producto de hojas desecas de la cotidianamente conocida como
palta fuerte, encontraron que estos extractos son solubles por medio de disolventes
polares, siendo insolubles a través de disolventes apolares, hallandose presentes
para este caso los metabolitos de orden secundario (flavonoides, fenoles, taninos,
alcaloides y saponinas). Los niveles porcentuales volumétricos de secrecion de
orin con respecto a las dosificaciones 100mg/Kg, 200mg/Kg y 400mg/Kg con una
hidroclorotiazida de 49 % fueron respectivamente iguales a los valores de 28 %,

30 % y 46 %; por otra parte, la labor diurética en dosificaciones 100mg/Kg,
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200mg/Kg y 400mg/Kg dieron porcentajes de 69.3 %; 76.4 % y 83.9 %, siendo
importante sefialar también que en cuanto a electrolitos hubo discrepancias
relevantes, todo ello con un pvalor <0,05. Demostrando con ello que este producto

incide moderadamente.

Oré, J. (2015). En su estudio que buscé determinar los efectos diuréticos de los
extractos hidroalcohdlicos de las hojas que tienen las denominadas rosas verdes
ademas de su dosificacién de electrolitos. Encontraron que la presencia de
metabolitos de orden secundario (flavonoides, fenoles, taninos, alcaloides y
saponinas). Respecto a los valores porcentuales de la secrecion de orin por las
dosificaciones iguales a 100mg/Kg, 200mg/Kg y 400mg/Kg con relacion a la
furosemida en 34,4 %, se generaron los porcentajes de 22,5 %, 24,3 %y 30,3 %j;
por otra parte, sobre la labor diurética con respecto a dosificaciones de 100mg/Kg,
200mg/Kg y 400mg/Kg se tuvieron porcentajes de 67,2 %; 72,0 % y 88,7 %;
existiendo discrepancias estadisticamente significativas en lo que a los electrolitos
refiere, todo ello con un pvalor <0,05. Demostrando con ello que este producto
incide moderadamente.
1.2. Justificacion de la investigacion

Los diuréticos son medicamentos que estimulan la excrecion renal de agua y de
electrolitos por lo que son utilizados para regular tanto el volumen como la
composicion del medio interno en diferentes afecciones como la hipertension,
insuficiencia cardiaca, sindromes nefroticos, entre otros. Historicamente, la
clasificacidn de los diuréticos ha sido variada, considerandose en ello: el sitio de
accion (diuréticos de asa), eficiencia (diuréticos de techo alto), estructura quimica
(diuréticos tiazida), similitud de accion con otros diuréticos (diuréticos parecidos

a tiazidas), efectos sobre la excrecion de potasio (diuréticos ahorradores de

potasio) y otros (Hilal-Dandan, 2015).
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La actividad diurética puede ser evaluada a través de métodos in vitro como la
inhibicién de la anhidrasa carbonica, técnicas patch clamp en células renales,
perfusion de tabulos renales aislados y rifién aislado (métodos in vitro) y métodos
in vivo como la actividad diurética en rata (Test de Lipschitz), actividad salurética
en ratas y actividad diurética y salurética en perros. El Test de Lipschitz (1943)
es el més utilizado y se basa en la comparacion de la excrecién de agua y
electrolitos en ratas previamente tratadas con la sustancia en estudio y una
sustancia de eficacia comprobada, donde se utiliza ratas albinas machos
colocadas en jaulas metabolicas para recolectar orina excretada, previa
administracion de solucion de cloruro de sodio 0,9 %, 5 mL por 100 g de peso,
como control negativo y se realizan mediciones de orina que pueden llegar hasta

las 24 h (Hilal-Dandan, 2015).

El uso de plantas con fines curativos surge desde tiempos remotos, donde el
hombre no contaba con ningun otro recurso efectivo para tratar las enfermedades
que le aquejaban, siendo las plantas una de las alternativas terapéuticas de la época.
Lo cual se fue enriqueciendo el conocimiento popular en esta materia (Kokate,
2015). Consiguientemente con el desarrollo de algunas ciencias, como la quimica,
disminuyo el uso de las plantas medicinales, ya que éstas comenzaron a ser
sustituidas por diversos farmacos obtenidos por sintesis quimica. Sin embargo, en
la actualidad, se ha retomado nuevamente el empleo de medicamentos herbarios,
con eficacia comprobada, inclusive como los propios medicamentos sintéticos,

presentando grandes ventajas (Hilal-Dandan, 2015).
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El achiote (Bixa Orellana L.), una planta arbustiva de 3 a 10 m de altura, es nativa
de los trépicos americanos con frutos globosos a ovoides con colores como rojo,
verde, amarillo, o tonos de estos. Historicamente se ha utilizado como alimento,
medicina y colorante. El uso de achiote como colorante en alimentos, textiles,
industrias farmacéutica y cosmética se debe a los compuestos carotenoides
presentes en las semillas, especialmente bixinea apocarotenoide. A pesar de ser un
cultivo agroindustrial importante en el Per(, la produccion local de achiote se
caracteriza por rendimientos bajos, con menor contenido de bixina en comparacién
con otros paises. Esto puede atribuirse en parte a la ausencia de una variedad o
ecotipo establecidos. Se sabe poco sobre las caracteristicas de las plantas locales
de achiote y también hay muy pocos estudios publicados sobre la caracterizacion
del material peruano. Esta informacion es necesaria para mejorar geneticamente

este cultivo. (Nolasco Chumpitaz,2020)

La Bixina es el carotenoide primordial extraido de las semillas de achiote (80 %),
usado en la actualidad como aditivo de color en una extensa variedad de alimentos,
medicamentos y cosmeticos, constituyendose de esta forma profundo fuente
econdmica en diversos territorios de todo el mundo, cuyos datos toxicologicos tras
diversos experimentos en animales y humanos resultan muy escasos (Molina,
2017).

Los extractos vegetales nos brindan una gama de secuelas terapéuticos, empero
pocos estudios se desarrollaron de las secuelas colaterales de éstos una vez que se
completaron de forma prolongada y en una dosis inapropiada, por tal fundamento
la presente indagacion tuvo como fin fundar la toxicidad oral a dosis reiteradas a
lo largo de 30 dias del extracto etandlico. Concluyendo que la aplicacion por via

oral a lo largo de 30 dias en ratas no es toxica (Motta y Paucar, 2019).

Los productos naturales se han constituido en unas alternativas terapéuticas para

tratar maltiples enfermedades. Siendo motivo de multiples investigaciones que
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pueden conllevar a encontrar una alternativa segura y al alcance de la poblacion a

muy bajo costo.

1.3.Problema.

¢El extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana (achiote) tendra efecto diurético

al administrarlo por via oral en ratas?

1.4 Marco Referencial

1.4.1. Diureéticos (Hilal-Dandan, 2015).

Los también denominados en la practica como pildora de agua, son
medicamentos que influyen en la secrecion por medio de los rifiones tanto
de electrolitos como de agua, ello por el efecto que tienen al perturbar la
transportacion ionica dentro de las nefronas. Dicha incidencia es posible
que se dé dentro de un solo sitio o varios dentro de la via tubular, siendo
propdésito esencial alcanzar un nivel balanceado de agua (negativo),
aungue se debe mencionar que estos no inciden precisamente sobre esta
sustancia, por lo contrario, actia sobre el Na por medio del diurético u
osmotico. En este sentido, la funcion general del diurético es enfocarse
en tratar las hinchazones producto de la abundancia de liquidos. No
obstante, del modo que sea este puede alterar también otras series de tanto
iones como funciones, es por ello que se emplean también en otros

tratamientos.
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1.4.1.1.

De acuerdo con Hilal — Dandan (2015) las drogas

diuréticas se clasifican de la siguiente manera, a continuacion, se

detallan:

1.4.1.2.

1.4.1.1.1. Inhibidores de la reabsorcién de sodio.

Diuréticos Tiazidicos, estos son procedentes de la
benzotiadiazinas y congéneres, considerados como los diuréticos
mas significativos desde una perspectiva terapéutica, estos son
utilizados en diversos tratamientos como manifestaciones
edematosas, hipertension o diabetes, los diuréticos mayores
empleados en hipercalciuria idiopética, son la clortalidona, el

metolazona, xipamida, el Bendroflumetiazida, entre otros.

Diuréticos de Alta eficiencia: Estos diuréticos contienen
sustancias y componentes muchos mas intensos a comparacion de
los tiazidicos, esta intensidad se debe al aumento de uso de sodio,
cloruro, agua y potasio, dentro de esta lista de diuréticos podemos

encontrar, la Indapamida, Bumetanida y otros.

Diuréticos Ahorradores de potasio: llamados o conocidos como
inhibidores de aldosterona, dado que tiene la finalidad de
bloguear estos, es decir tienen como propoésito impedir que el
sodio y agua sean reabsorbidos, dentro de esta familia de

diuréticos se tiene al amilorida y Espironolactona.
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1.4.1.1.2. Diuréticos osméticos: Dentro de esta familia de diuréticos
se encuentran el manitol y la urea, los cuales se encuentran
compuestos por hipertonicos. Estos cominmente son
aplicados mediante via venosa, tiene el rasgo de no
absorberse o lo hacen minimamente por lo tdbulos,
aplicando en ese instante una presion osmotica mediante la
retencion de agua, ademas, pueden reabsorber sodio y
cloruro, en ese caso generando una aguda diuresis osmotica,
referente al manitol este es empleado en concentraciones

del quince a veinte por ciento.

1.4.1.1.3. Diuréticos inhibidores de la Anhidrasa carbonica: Esta
es una enzima catalizadora a continuacion su
representacion CO2 + HO2 --> CO3H2. Esta enzima puede
encontrarse en todos los tejidos y para que puedan resultar
efectivos requieren ser inhibidos a un 99%. Dentro de esta
familia de diuréticos se pueden mencionar algunos como

son la acetazolamida y metazolamida.
1.4.2. Plantas medicinales empleadas como diuréticos

Existen especies vegetales conocidas por su accién diurética, dado sus
componentes estas plantas pueden generar algun beneficio ante algin
mal especifico, cominmente estas plantan producen una excrecion de

agua sin tener que eliminar iones. Estos diuréticos naturales tienen una
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efectividad suave e inferior a comparacion de los diuréticos que se
encuentran en una farmacia, estas plantas cominmente poseen aceites
esenciales, sales de potasio y otros. Referente a su forma de actuar se
puede sefialar que estos actlan a nivel glomerular, consiguiendo asi una
mejor y aliviada circulacion, la filtracion que origina es reflejada en
forma de orina primaria, este resultado es conocido como la cuaresis.
Cabe sefialar que las sales de potasio generan un efecto diurético debido
a una causa osmotica. Por otra parte, se pueden manifestar que también
existen heterdsidos cardiotonicos que pueden contener sustancias

diuréticas (Pérez et al., 2011).

1.4.3. Bixa orellana (achiote).

1.4.3.1.

1.4.3.2.

Generalidades

Es un arbusto americano con amplia distribucion geografica y conocido
generalmente como achiote, es una planta de gran adaptabilidad a
diferentes sistemas agroforestales y con numerosas aplicaciones en las
industrias relacionada con alimentos, bebidas, cosméticos, textiles y

diversos productos quimicos. (Yovera, 2019).

La Bixa orellana L conocido vulgarmente como Achiote, es un arbol
nativo del tropico americano, cultivado y naturalizado en las regiones
tropicales y sub-tropicales del mundo, se puede cultivar desde el nivel
del mar hasta unos 1,200 m.s.n.m. con una temperatura entre los 24-
30°C, prosperando enana diversidad de suelos con buen drenaje. Cerruti,

Nina, Nonato, Gorriti, Villacrés, Rios y Mestanza (S.F).

Origen
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Es una planta de origen americano que se cultiva de manera nativa en
distintos paises como Perd, Brasil, Ecuador, México y Bolivia. Ademas,
ha llegado a cultivarse en distintas zonas del mundo, en paises como India
y Sri Lanka (Medina, 2015).

1.4.3.3. Taxonomia
Nombre cientifico: Bixa orellana L

e Sin6nimos: Bixa acuminata Bojer, Bixa americana Poiret in Lam.,
Bixa odorata Ruiz & Pav. ex G. Don, Bixa platycarpa Ruiz & Pav. ex
G. Don, Bixa tinctoria Salisb., Bixa upatensis Ram. Goyena, Bixa
urucurana Willd., Orellana americana Kuntze, Orellana Orellana
(L.) Kuntze (Botanical, 2020).

Nombres comunes Achiote, bya, achote, bicha,
onoto, anato. urmci.

Reino Plantae

Subreino Trachebionta

Superdivision Spermaphyta

Divisién Magnoliophy

Clase Magneliopsida

Subclase Delleniidas

Orden Violales

Familia Bixaceas

Género Bixa L.

Especie Bixa orellana L.

1.4.3.4. Ubicacioén
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1.4.3.5.

1.4.3.6.

1.4.3.7.

En el Perd, la Bixa orellana L. se encuentra en la zona de montafa y selva
baja de los departamentos de Junin, Amazonas, Cusco, Ayacucho y San
Martin (Medina, 2015).

Principales constituyentes

Las semillas de esta planta son ricas en un pigmento rojizo, el cual es una
mezcla de carotenoides como bixina, norbixina, fitoeno y caroteno.
Contienen ademas saponinas, compuestos fendlicos, aceites fijos,
terpenoides, tocotrienoles y flavonoides, incluyendo luteolina vy

apigenina.
Composicién quimica

La composicion quimica de la Bixa orellana L. se da por distintos
constituyentes. Dentro de ellos, se han identificado treintaicinco
componentes, los mas importantes son el acetato de (Z-E)-farnesilo,
acetato de occidentalol, espatulenol, bixina y norbixina, siendo estos dos

altimos componentes los mayores constituyentes (Medina 2015).

Asimismo, contiene otros compuestos como saponinas, compuestos
fendlicos, aceites fijos, terpenoides, tocotrienoles y flavonoides, como la
luteolina y apigenina. La bixina representa el 80% de todos los
carotenoides presentes en esta semilla. EI componente fundamental de la
Bixa orellana L., la bixina, es un excelente pigmento que presenta
numerosas ventajas siendo utilizado en la industria, ya que se utiliza
como colorante inocuo y se le atribuye una baja toxicidad tanto para el
consumo humano como para la aplicacion en la piel. También posee alta
resistencia a agentes quimicos, por lo que se utiliza para colorear bebidas,
alimentos, asi como en cosmética y en farmacia para ungientos o
pomadas (Medina 2015)

Uso medicinal
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Antiemético (contra los vomitos de sangre): Se recomienda
consumir el achiote a través de infusiones u hojas molidas o
machacadas.

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.

Cefalico: Su forma de utilizacion es a partir de las hojas
machacadas, en forma de pasta las que se aplican en la sieny en la
frente.

Para dolencias del aparato respiratorio y afecciones de la
garganta: Se recomienda las infusiones provenientes de las
semillas y hojas.

Para malestares hepaticos: Se utiliza sus semillas y su tinte, y
también se toma el cocimiento de los cogollos.

Dolor de rifiones: Se recomienda consumir las hojas sancochadas.
Inflamacidn de la piel y malestares de la zona vaginal: Se debe
afiadir 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: Aplicacion en los ojos del macerado acuoso del tallo
o0 de las hojas.

Vomitos y fiebre: Se toman las hojas en infusion utilizando tres
hojas por taza y beber tres tazas por dia.

Quemaduras: Afadir la trituracion de sus semillas frescas.

Como tdnico estomacal: Se debe consumir sus semillas en forma

de macerado acuoso.
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1.4.3.8.

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.
Expectorante: Ingerir la infusion de las semillas.

Cardiotdnico: Tomar la infusion de las semillas o de las hojas.
Amigdalitis: Beber preparado de miel de abejas combinadas con
el polvo de sus semillas.

Sedante: Ingerir el preparado en mezcla de las hojas o de la corteza
cocidos, con las hojas de toronjil, rosaceas y rosas.

Inflamacion ocular: Preparar un macerado acuoso de la corteza,
cuyo resultado de mucilago debe ser instilado.

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.
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.
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.

Estudios toxicoldgicos

Las evaluaciones toxicologicas de caracter agudo efectuados para los
extractos de achiote permitieron determinar un bajo nivel toxico; esto fue
hecho mediante la investigacidn de un grupo de roedores a quienes se les
proporcion6 una dosificacion de 2000mg/kg/dia del producto

mencionado, demostrando que casi no generaba consecuencias fisicas
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negativas. Paralelamente, una investigacion para determinar la
sensibilidad de la piel de extractos de Bixa-orellana en una madriguera
no mostraron cambios significativos, siendo esto contrastado con un

estudio histologico en base a sus pieles y pelajes.

La dosis letal media de semillas fue igual a 700mg/ Kg en roedores, los
cuales lo adoptaron mediante el tejido que cubre el abdomen. Respecto a
los estudios de toxicidad aguda en estos, se determind que, en el caso de
los individuos de estudio, los extractos metandlicos con base en hojas no

producen consecuencias toxicas hasta una dosificacion de 4000mg/ Kg.

Genotoxicidad-oncogénesis: Dentro de una evaluacion efectuada en un
grupo de roedores se determind que los extractos a partir de bixa en
dosificaciones iguales al 200mg/ kg/ dia (3%) no son suficientes para la
oncogeénesis hepatica. Asimismo, otro reporte indica que este producto

no produce genotoxicidad u oncogenesis (concentracion de 1000mg/ L).

Embriotoxicidad-toxicidad materna: El achiote no incidi6 de ninguna
manera en la generacion de alteraciones fisicas dentro de la descendencia
del grupo de estudiado, concluyéndose asi que no representa toxicidad en

el caso de la madreo o el embridn.

Reacciones alérgicas (ser humano): Se ha encontrado un Unico estudio
en el que se ha reportado reaccion anafilactica a los extractos con bixa,
aungue por lo visto esto se debid a la impureza proteica derivada de la
fraccion del colorante; encontrandose esto dentro de los pardmetros
esperados pues se sabe que el consumo de pigmentos de caracter natural
presentan un minimo casi inexistente porcentaje de riesgo a presentar

reacciones desfavorables.

La ONUAA atraveés de la Nutrition Meetings Report Series ha expresado

gue no existen evidencias de toxicidad debido a los extractos de bixa,
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1.4.3.9.

esto sustentado en diversas investigaciones actuales que buscaron
establecer si este producto era toxico o no al entrar en contacto con la piel
para lo cual emplearon grupos de conejos y roedores. Del mismo modo,
se menciona a investigacion con mas tiempo de antigiiedad en la cual la
preparacion de bixa no demostrd generar efectos en cuanto a tres analisis
sobre la capacidad de provocar alteraciones. Por ende, se concluyd que
los extractos con achiotes son frecuentemente conocidos como productos
que rara vez se ven asociados con la generacion de reacciones de
hipersensibilidad entre las que se puede sefialar a las angioedema,
eczema y urticaria, siendo esto contrastado por medio de investigaciones

clinicas Double-blind debidamente controladas.

Efectos Toxicoldgicos

A nivel Cardiovascular: El Achiote podria potenciar la actividad de
medicamentos usados para tratar la hipertension. Un caso reporta
reacciones adversas asociadas con el colorante Achiote (extraido de las
semillas) que incluyeron: severa hipotension y angioedema, dentro de los
20 minutos de la ingesta. Se podria deducir que el colorante de Achiote

es una potencial causa rara de anafilaxia.

A nivel Dermatoldgico: Un caso reportado detalld reacciones adversas
asociadas con el colorante Achiote que incluyé urticaria. También podria

presentarse un eccema.

A nivel Endocrino: Basado en estudios con animales (ratas, ratones y

perros), el Achiote podria alterar los niveles de glicemia e insulina.

A nivel Renal: Algunos individuos pueden ser altamente sensibles al
Achiote y a bajas dosis puede ocurrir un efecto diurético, como por comer
un paquete de pop corn en el cual el Achiote haya sido usado como

colorante o ingrediente saborizante.
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1.4.3.10. Advertencias/Precauciones/Contraindicaciones

Usar con precaucion en pacientes con insuficiencia renal; puesto que al
evaluar la toxicidad del polvo de Achiote en ratas machos y hembras
Wistar a dosis de 2 000 mg/kg/dia ocurrié apoptosis renal en un 20% de
las ratas hembras tratadas.

Usar con precaucibn en pacientes que estdn tomando agentes
mutagénicos, tal como: ciclofosfamida; a pesar de no encontrarse que el
Achiote sea mutageénico ni inhibidor de mutaciones inducidas, altas dosis
podrian incrementar el efecto de otros mutagenos, de acuerdo al estudio

en ratones.

Usar con precaucion en pacientes que toman diuréticos, a proposito de un

caso que presume que el Achiote podria tener efectos diuréticos.

Usar con precaucion en pacientes que estdn tomando agentes
antihipertensivos, ya que el Achiote teéricamente podria potenciar los

efectos antihipertensivos de este tipo de medicacion.

Su aplicacion en pacientes que se encuentran bajo un tratamiento basado
en el consumo de elementos que se metabolizaron mediante el citocromo
P-450, de acuerdo a la sugerencia planteada en una investigacion, en la
que se demostrd la importancia que tienen los componentes del achiote

en su forma de extracto sobre la induccion de CYP1ALl.

El tratamiento de achiote no debe de ser aplicado en pacientes que tengan
cuadros de diabetes debido a que la dosificacion de hojas y semillas
produce una variacion en los niveles de insulina y azlcar en la sangre,
ello se logro determinar después de una experimentacion en roedores y

Perros.
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Tampoco debe de ser aplicado sobre personas con hipersensibilidad o
alergia al achiote, sus semillas o0 elementos pertenecientes a la familia
Bixaceae, ello debido a que se reportd que un paciente sufrié de
hipertension severa, angioedema y urticaria después de ingerir cereales y
leche cuyo contenido de formula incluia achiote.

La aplicacion de achiote debe de evitarse en mujeres que se encuentren
en estado gestacion o lactancia, asi mismo en el caso de los nifios debe de
dosificarse en menor cantidad de acuerdo a su edad siendo recomendable
el consumo normal en su dieta. Debido a su utilizacion en la elaboracion
en diversos platos peruanos el achiote es seguro en cantidades moderadas

y sin llegar a abusos en su consumo.

1.5. Hipotesis

EEI extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana (achiote) al ser administrado por

via oral posee efecto diurético en ratas.

1.6.0bjetivos
Objetivo general:
Determinar el efecto diurético del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana

(achiote) en ratas.

Objetivos Especificos:

1) Obtener el extracto acuoso de las hojas Bixa orellana (achiote).
2) Realizar el estudio fitoquimico preliminar al extracto acuoso de las hojas Bixa

orellana (achiote).
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3) Evaluar el efecto diurético del extracto de las hojas Bixa orellana (achiote)

en ratas.

Il. METODOLOGIA
2.1 Tipo y disefio de investigacion
2.1.1 Tipo
La investigacion es de caracter experimental-analitico, pre clinico
in vivo, completo y aleatorizado.
2.1.2 Disefio
Debido a las caracteristicas del estudio se aplica un disefio
experimental por lo que se emplearon métodos estadisticos para
determinar, medir y analizar cuales son las causales de los efectos
hallados en la experimentacion pre clinica in vitro. Las
investigaciones experimentales son caracterizadas por la
manipulacion deliberada de una o méas variables, en este caso

aquellas que guardan relacion con el efecto diurético.

2.2 Poblacién y muestra

2.2.1 Poblacién

- Rattus rattus var. albinus Cepa Holtzmann

- Bixa orellana (achiote).
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2.2.2 Muestra

- 36 unidades de Rattus rattus var. albinus Cepa Holtzmann

- 1Kg de Hojas de Bixa orellana (achiote)

2.3. Técnicas e instrumentos de investigacion:

2.3.1. Obtencion de las muestras vegetales.

Las hojas de achiote (Bixa orellana) son provenientes de un cultivo realizado
en el centro Poblado de Cascajal, perteneciente al Distrito de Chimbote,

ubicados dentro de la provincia de Santa y el departamento de Ancash.

2.3.2. Elaboracion del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana (achiote).

El proceso de elaboracion de estos extractos inicia con la seleccion, lavado y
secado en horno de las hojas achiote (Bixa orellana), siendo que para su
secado se utilizara un horno bajo una temperatura poco menor a los 40° C con
aire circular, luego de ello se realizd la trituracion de las hojas mediante el
uso de un molino de mano hasta que estas hojas lleguen a ser polvo fino, el
cual fue pesado y envasado en porciones de 100g para su utilizacion. Los
100g de polvo fueron extraidos por reflujo en un tiempo de 20 minutos para
luego de ellos filtrarlos con el uso de una bomba de vacio. El resultado de este
proceso es conocido como extracto acuoso de hojas de Bixa orellana o

achiote.

29



2.3.3. Andlisis fitoquimico preliminar del extracto acuoso de los pétalos de

Hibiscus rosa-sinensis (cucarda).

La realizacién de un andlisis fitoquimico del extracto obtenido fue en los
laboratorios de farmacologia de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad San Pedro, ello mediante las reacciones de Dragendorff y Mayer
(alcaloides), acido sulfurico alfa naftol (glicosidos), Burtranger (quinonas),
ninhidrina (aminoacidos), gelatina (taninos), cloruro férrico (compuestos

fendlicos) y Shinoda (flavonoides) (Lock de Ugaz, 2016).

2.3.4. Determinacion del efecto diurético del extracto acuoso de las hojas de Bixa

orellana (achiote). (Lipschitz, 1943)

Con el fin de evaluar cual es el efecto diurético sobre la muestra descrita
previamente se emplearon a 36 Rattus rattus var. albinus cepa Holtzmann ,
cuya procedencia viene del Instituto Nacional de Salud, en sus caracteristicas
tenian un peso entre 180 g. con una variacion de +/-20 g, para su
acondicionamiento a la experimentacion se les acondicion6 un espacio en el
Laboratorio de la Facultad de Medicina durante una semana, abasteciéndolas
con alimentos balanceados (ratonina) y agua a libre disponibilidad; en cuanto
a las condiciones del ambiente se les acondiciond a 25°C de temperatura en

promedio, con una humedad relativa de entre 80 y 85% y un ciclo de
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luz/oscuridad de doce horas. 18 horas previas a las experimentacion a las ratas
se les privo de alimento alguno, y tres horas antes se les quit6 el agua que
disponia como ayuno necesario para recolectar las muestras de orina y cuya
condicion siguié durante la experimentacién. En la experimentacion se
emplearon canulas metélicas para dar el tratamiento oral del extracto, al inicio
con el fin de establecer un nivel salino uniforme se dio una administracion de
25 ml/kg de solucion fisiologica (NaCl al 0,9%) a la muestra total, pasada la
media hora se realiz6 una separacion aleatoria de seis grupos compuestos por
6 muestras cada una (n =6) sobre los cuales se distribuyeron los tratamientos:
ler grupo SSF 2mL/Kg, 2do grupo furosemida 10 mg/kg, 3er grupo
hidroclorotiazida 200 mg/Kg y a los tres grupos restantes se les suministro
dosis de 50, 250 y 500 mg/kg de extracto respectivamente, posterior al
suministro cada una de las muestras fueron colocadas en una jaula de diurésis
por un periodo de cinco horas tomandose datos de todas las unidades
muestrales cada hora durante este periodo. Este procedimiento permite
asegurar que los datos sean confiables dada la repetitividad de la dosificacion

en 6 muestras de similar caracteristica.

Posterior a la recoleccion de datos se dio paso al calculo de datos acerca de la
aplicacion de las dosis sobre los seis grupos mediante el uso de las siguientes

formulas (Isea et al., 2013).
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% Excrecién urinaria = Volumen de orina producida X 100

Volumen de solucion fisiolégica administrada

% Actividad diurética = Volumen de orina del grupo tratado x 100

Volumen de orina del diurético estandar

2.4. Procesamiento y anélisis de la informacion

El andlisis de datos se inici6 mediante la elaboracion de tablas y figuras con
los datos recolectados en el laboratorio, posteriormente se realizo el analisis
estadistico de la varianza y la aplicacion del la estadistica inferencia con un p
valor menor de 0,05; el proceso estadistico se desarrollé en el software

estadistico SPSS.
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I1l. RESULTADOS

Tabla 1. Marcha fitoquimica del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana

Metabolito Reaccion Cantidad
Carbohidratos Molisch +++
AzUcares Reductores S.R. Benedict +++
Taninos Tricloruro de fierro al it
1%

Aminoacidos libres Ninhidrina ++
Flavonoides Shinoda ++
Alcaloides Dragendorff ++
Heterps!dgs Borntrager +

antraquinénicos
Esteroides triterpénicos  Lieberman +
Glicosidos Vainillin Sulfurico ++

Leyenda: (+++) = Abundante cantidad; (++)=Regular cantidad o

positivo, (+)= Poca cantidad o trazas; (-)=Ausencia.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 1. Valores promedios de los volimenes de orina recolectados durante las cinco primeras horas al evaluar el efecto

diurético del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana (achiote) en ratas.
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Figura 2. Porcentajes de excrecion urinaria al evaluar el efecto diurético del

extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana (achiote) en ratas.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3. Porcentajes de actividad diurética del extracto frente a furosemida, al

evaluar el efecto diurético del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana

(achiote) en ratas.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 4. Porcentajes de actividad urinaria del extracto frente a
hidroclorotiazida al evaluar el efecto diurético del extracto acuoso de las hojas

de Bixa orellana (achiote) en ratas.

Fuente: Elaboracion propia
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IV. ANALISIS Y DISCUSION

La tabla 1 evidencia que en el extracto acuso de hojas de achiote (Bixa orellana) se
encuentran contenidos metabolitos secundarios, dada la existencia de taninos,
azucares reductores y carbohidratos en mayores cantidades, mientras que en
cantidades regulares se hallaron glicésidos, alcaloides, flavonoides y aminoacidos
libres, finalmente los elementos encontrados en minima cantidad fueron los

esteroides triterpénicos y los heterdsidos antraquindnicos.

La presentacion del efecto del extracto sobre el volumen de la excrecion de orina se
muestra de acuerdo a los tiempos tomados en intervalos de 1 hora en la figura 1,
evidenciandose la obtencion de 4,87 mL tras la aplicacion de 500mg/kg del extracto,
andlogamente se considera una dosis dependiente debido a que se logro identificar
que a medida que va transcurriendo el tiempo se incrementa el volumen de orina
teniendo una tendencia a imitar los valores indicados en el estudio de Coaquira
(2016), quien manifiesta que la aplicacion ciertos farmacos de manera controlada
provocan una excrecion de 14 mL en el caso de la hidrocloritiazida y 16,68mL en el

caso de la furosemida.

En cuanto a la figura 2, se realiza la exposicion de los porcentajes de excrecion de la
orina tras la aplicacidn del extracto acuoso de hojas de achiote (Bixa orellana); en
esta figura se aplico6 500mg/kg de dosis obteniéndose una excrecién de orina del
19,48% teniéndose que en el caso de la hidroclorotiazida un 56% mientras que la

furosemida dio un 66,72%.
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La figura 3 presenta los efectos de la aplicacion de la dosis de extracto acuoso de
hojas de achiote (Blixa orellana) sobre los valores de la actividad diurética,
hallandose un 10,91% tras la aplicacion del extracto de 50mg/kg, un 18,41% en la
aplicacion del extracto de 250mg/kg y 29,20% tras la aplicacion del extracto de
500mg/kg, mientras que tras la aplicacion de furosemida se tuvo un 100%; asi mismo
la figura 4 muestra la actividad diurética tiene un porcentaje del 13% en la aplicacion
del extracto de 50mg/kg, 21,93% en la aplicacion del extracto de de 250mg/kg,
31,79% en la aplicacion del extracto de 500mg/kg mientras que en la aplicacion

farmacoldgica de la hidroclorotiazida se obtuvo un 100%.

Los metabolitos secundarios como antociandsidos, flavonioides y sapondsidos,
desempefian un rol eficiente como capilarotropos y vasoprotectores, ello debidua a
su actuacion en los tubulos proximales y distales asi como su participacion en
inhibicion en la absorcion del sodio dentro de la ascendente en el asa de Henle. Los
agentes acuaréticos se caracterizan por incrementar la diuresis el riego sanguineo
mediante su participacion, siendo en el caso de las plantas diuréticas una
invervencion a nivel del glomérulo. Sin embargo, aquellas plantas con alto contenido
de potacion pueden provocar una eliminacién de las sales debido al efecto osmotico,
es asi que la mayoria de las plantas diuréticas son empleadas para reducir el volumen
y eliminar a los gérmenes que propician la sepsis urinaria, de la misma manera que
los trastornos vasculares que influyen sobre la mejora del sistema circulatorio

(Villegas et al., 2009).
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Los efectos hallados tienen mecanismos de accion bastante parecidos al de la
furosemida dado que acttan mediante el bloqueo en el asa de Henle, especificamente
en la bomba dentro la rama gruesa ascendente y que co-transporta Na-K-2Cl, de esta
manera se da la alteracion dentro de las células que se ven influenciadas produciendo
cambios en la circulacion de liquidos e iones, el efecto diurético surge por el aumento
de excrecién de cloruro, potasio y sodio, lo cual produce que el agua sea contaminada
y se de este efecto. Adicional a ello se hallé que las células pueden ver alterado su
proceso de transporte de Mg2 y Ca2+ debido a la alteracion del potencial electrico
celular, asi mismo se establece que en las células inflamatorias, epiteliales y las que
se encuentran en la via neurologica colinérgica pueden ser inhibidas en el co-
transporte de anhidrasa carbonica o el cotransportador Na-K-2Cl. En el caso de la
furosemida, esta es sirve para bloquear a los receptores GABA-A cuya condicion es
de glucuronidacion o viene antagonizando de manera reversible flujos evocados de

GABA-a62 (Machin, 2011).
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V. CONCLUSIONES

e Se logro obtener el extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana

(achiote).

e Se realizo el estudio fitoquimico preliminar al extracto acuoso de las
hojas de Bixa orellana. (achiote), encontrandose la presencia de
carbohidratos, azucares reductores y taninos en abundante cantidad,
aminodcidos libres, flavonoides, alcaloides y glicosidos en regular
cantidad, heterdsidos antraquindnicos y esteroides triterpénicos en poca

cantidad.

e Se evaluo el efecto diurético del extracto acuoso de las hojas de Bixa
orellana (achiote) obteniendo mayor diurésis con extracto a dosis de 500

mg/kg, con un volumn urinario de 4,87 mL, porcentaje de excrecion
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urinaria 19,48% y porcentaje de actividad diurética de 29,20% frente a

furosemida y 34,79% frente a hidroclorotiazida.

e Se concluye que el extracto de acuoso de las hojas de Bixa orellana

(achiote), posee efecto diurético en ratas.

VI. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios con otras partes vegetales de la muestra en estudio y
con la totalidad de la planta.

e Realizar ensayos con extractos con otros solventes que permitan extraer
metabolitos de diversas polaridades.

e Evaluar el extracto utilizando otras vias de administracion.

e Evaluar el efecto diurético utilizando otro modelo experimental.

e Realizar estudios de seguridad, que permitan aplicar este producto

natural en investigaciones de tipo clinico.
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IX. ANEXOSY APENDICES
Anexo 1. Tabla de recoleccién de datos de los volimenes urinarios

R . volumenes de orina (mL)
N Tratamientos
1h 2h 3h 4h 5h
1| SSF2 mL/Kg 06 | 0,15 (0,19 | 0,24 | 0,3
2 | SSF 2 mL/Kg 0,5 0,2 0,3 |0,23 0,31
3 | SSF 2 mL/Kg 0,3 0,2 |0,23 0,25 0,32
4 | SSF 2 mL/Kg 0,1 02 |024 (027 | 0,3
5 | SSF 2 mL/Kg 09 | 015 | 0,2 | 0,23 | 0,32
6 | SSF 2 mL/Kg 0.8 | 0,25 | 0,3 | 0.32|0,34
7 | Furosemida 10 mg/Kg 1,4 2,8 3,7 3,9 4,8
8 | Furosemida 10 mg/Kg 1,5 2,2 3,5 4,2 4,6
9 | Furosemida 10 mg/Kg 1,7 2,4 4 44 | 5,2
10 | Furosemida 10 mg/Kg 1,9 2,7 3,5 5 5,2
11 | Furosemida 10 mg/Kg 1,3 2,3 33 | 45 | 48
12 | Furosemida 10 mg/Kg 1,4 2,2 29 | 3,8 5
Hidroclorotiazida 200
13 | mg/Kg 1,4 2,1 2,7 | 3,3 | 3,8
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Hidroclorotiazida 200
14 | mg/Kg 1,5 2,4 3,1 | 3,7 4
Hidroclorotiazida 200
15 | mg/Kg 1,7 2,3 3 39 | 42
Hidroclorotiazida 200
16 | mg/Kg 1,9 1,9 2,5 | 3,5 4
Hidroclorotiazida 200
17 | mg/Kg 2 2,8 32 | 38 | 39
Hidroclorotiazida 200
18 | mg/Kg 1,2 1,9 2,4 | 2,7 | 3,2
19 | Extracto 50 mg/kg 0,3 0,4 0,3 (038 | 0,5
20 | Extracto 50 mg/kg 0,3 0,5 0,4 |043 | 0,52
21 | Extracto 50 mg/kg 0,2 0,37 [ 035|042 | 0,53
22 | Extracto 50 mg/kg 0,2 0,28 | 0,34 | 0,46 | 0,5
23 | Extracto 50 mg/kg 0,2 0,19 | 0,28 | 0,39 | 0,45
24 | Extracto 50 mg/kg 0,2 0,19 { 0,31 0,36 | 0,7
25 | Extracto 250 mg/kg 0,3 0,41 0,6 0,7 0,9
26 | Extracto 250 mg/kg 030,36 | 0,7 | 0,68 | 0,75
27 | Extracto 250 mg/kg 0,25 037 | 06 | 0,75 | 0,9
28 | Extracto 250 mg/kg 0,25 0,34 | 0,7 0,9 1
29 | Extracto 250 mg/kg 0,3 039 | 06 | 0,79 | 1,2
30 | Extracto 250 mg/kg 0,3 0,4 0,8 | 0,83 1
31 | Extracto 500 mg/kg 0,35 0,5 09 [115| 1,3
32 | Extracto 500 mg/kg 0,4 | 0,55 0,9 1 1,4
33 | Extracto 500 mg/kg 0,35 0,6 1 1,2 1,5
34 | Extracto 500 mg/kg 0,35 | 0,63 1,2 1,5 1,6
35 | Extracto 500 mg/kg 0,4 0,7 1,2 1,6 1,8
36 | Extracto 500 mg/kg 0,5 0,65 0,9 1,4 1,7

Anexo 2. Valores medios de volimenes urinarios al evaluar el efecto diurético

del extracto acuoso de las hojas de Bixa orellana (achiote) en ratas.
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Volumenes promedios de orina

Tratamientos (mL)
1h 2h 3h 4h 5h

SSF 2 mL/kg 0,48 0,19 0,24 0,24 0,32
Fursosemida 10 mg/kg 1,53 2,43 3,48 4,30 4,93
Hidroclorotiazida 200

mg/Kg 162 2,23 282 3,48 3,85
Extracto 50 mg/kg 0,23 0,31 0,33 0,41 0,53
Extracto 250 mg/kg 0,29 0,38 0,67 0,78 0,96
Extracto 500 mg/kg 039 061 1,02 1,31 1,55

Anexo 3. Valores de excrecion urinaria y actividad diurética del extracto acuoso

de las hojas de Bixa orellana (achiote) en ratas.

. vol Excrecidn actividad diurética (%)
Tratamiento 5 hora .. ; ; —

(mL) urinaria % Furosemida Hidroclorotiazida

SSF 2 mL/kg 1,47 5,88 8,81 10,50

Furosemida 10 mg/kg 16,68 66,72 100,00

Hidroclorotiazida 200

mg/Kg 14,00 56,00 100,00

Extracto 50 mg/kg 1,82 7,28 10,91 13,00

Extracto 250 mg/kg 3,07 12,28 18,41 21,93

Extracto 500 mg/kg 4,87 19,48 29,20 34,79

Anexo 4. Jaula metabélica, donde se mide la diuresis del extracto acuoso de las

hojas de Bixa orellana (achiote) en ratas.
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