Chacon y cols. / Rev Fac Farm. 2021; 63(1): 3-13
https://doi.org/10.53766/REFA/2021.63.01.01

Articulo original

Actividad antioxidante y garrapaticida de los extractos
de las hojas de Bixa orellana L.

Antioxidant and tick control activity of the extracts of the leaves of Bixa orellana L.

Chacon Arian!, Morillo Marielba'*, Ronddn Maria?, Hernandez Vanessa?, Carmona
Juan?, Visbal Tomas!.

!Departamento de Ciencia de Los Alimentos, 2Departamento de Farmacognosia y Medicamentos Organicos,
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes, 5101, Mérida Venezuela.

Recibido: enero de 2021 —Aceptado: marzo de 2021

RESUMEN

Bixa orellana L. (Bixaceae), es una especie
usada con fines ornamentales y terapéuticos. A
partir de sus semillas se extrae el colorante
conocido como “onoto” ampliamente empleado en
culinaria. El objetivo de esta investigacion fue
estudiar la composicion quimica, actividad
antioxidante y garrapaticida de los extractos de las
hojas de esta especie, recolectada en el estado
Téachira, Venezuela. El analisis fitoquimico
preliminar mostro la presencia de esteroles en los
extractos  hexanoico y  diclorometanoico,
alcaloides, esteroles y compuestos fenélicos en el
extracto etanolico. El extracto etandlico presentd
un contenido fendlico total de 0,89 pg AG/mg, por
el método de Folin-Ciocalteu, usando
espectrometria UV/visible a 760 nm. La actividad
antioxidante fue determinada empleando el método
de DPPH a 517 nm, siendo el extracto etandlico el
mas activo mostrando un ICso de 0,26 mg/mL, con
un porcentaje de inhibicion (% 1) de 87,1 a la
concentracion de 0,75 mg/mL, mientras que el
extracto diclorometanoico 1Cso 0,87 mg/mL 'y % |
31,0 a la misma concentracién, comparado con
96,1 % del &cido ascorbico a 0,176 mg/mL.
Ademas, se evalud la actividad garrapaticida del
extracto etandlico por el método de prueba de
paquete de larvas, demostrando que no hubo
actividad frente a las larvas de R. microplus, ya que
no evidenciaron mortalidad. Cabe destacar que este

es el primer reporte de actividad antioxidante y
garrapaticida de los extractos de las hojas de B.
orellana L., recolectada en Venezuela.
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ABSTRACT

Bixa orellana L. (Bixaceae) species has been
used as ornaments and for therapeutic purposes.
The colour known as “onoto” is extracted from the
seeds and is widely used in culinary. The aim of
this research was to study the chemical
composition, antioxidant and tick control activity
of the extracts obtained from leaves of this specie,
collected in Tachira, Venezuela. Preliminary
phytochemical studies showed the presence of
sterols in hexanoic and dichloromethane extracts,
while alkaloids, sterols and phenolic compounds
were observed in the ethanolic extract. A total
phenolic content of 0.89 ug AG/mg for Folin-
Ciocalteu was observed in the ethanolic extract
through  spectrophotometry UV-visible at a
wavelength of 760 nm. The antioxidant activity
was determined using the DPPH method at 517 nm.
the ethanolic extract was the most active since it
showed an ICso of 0.26 mg/mL, inhibition
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percentages (% I) was 87.1 at the concentration of
0.75 mg/mL, while dichloromethane extract
showed an ICsp of 0.87 mg/mL and 31.0 % to the
same concentration compared to 96.1% of the
ascorbic acid, used as a positive control, at the
concentration of 0.176 mg/mL. In addition, the tick
control activity of the ethanolic extract was
evaluated by the larval packet test method, showing
that there was no activity against the R. microplus
larvae. This is the first report of antioxidant and tick
control activity from the extracts of the leaves of B.
orellana L, collected in Venezuela.
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INTRODUCCION

Bixaceae es una familia pantropical originaria
del Continente Americano, se distribuye desde
México hasta Brasil y Argentina. En la actualidad,
se cultiva extensamente en otras regiones tropicales
y sub tropicales [1,2]. Algunos autores consideran
que esta familia, agrupa plantas perennes y
comprende 25 especies distribuidas en cuatro
géneros: Amoreuxia, Bixa, Cochlospermum,
Diegodendron [3]. El género Bixa es originario de
América tropical, esta representado por pequefios y
grandes arboles, formado por las especies B.
orellana, B. arborea, B. excelsa, B. platycarpa.
Una especie ampliamente cultivada es B. orellana
L. [3], las otras especies estan restringidas a
bosques de tierras bajas [4]. Estas tienen como
caracteristicas porte lefioso, son arbustivas o
arboreas con latex rojo anaranjado [5].

En Venezuela, la especie B. orellana L., es una
planta doméstica, que se siembra en los patios de
las casas con fines ornamentales y en cercas o
pequefias parcelas para la obtencidn de colorante
para uso familiar [6]. De esta especie se extrae un
colorante soluble en agua, con muy baja toxicidad
para el humano, reportandose escasos incidentes de
eventos alérgicos. Este pigmento se extrae de las
semillas de la planta, estd compuesto basicamente
por carotenoides (bixina, norbixina), que se emplea

con preferencia para colorear alimentos y bebidas
[71.

En cuanto a la composicion quimica reportada
para esta especie se encontr6 que los pigmentos
méas abundantes son los apocarotenos: bixina,
norbixina e isobixina. También estan presentes
otros carotenoides: orellina, p-caroteno (pro-
vitamina A), luteina, criptoxantina y zeaxantina
[8].

Segun Shahid-ul-Islam y cols. (2016) [9],
existen reportes de varios investigadores, que
indican que se han logrado aislar e identificar 46
componentes quimicos presentes en la semilla,
corteza de las semillas y hojas de B. orellana L.,
que incluyen carotenoides, apocarotenoides,
esteroles, compuestos alifaticos, monoterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos y otros compuestos
miscelaneos.

Stringheta y cols. (2018) [10], indicaron que
Bixina  [6-metil  hidrégeno  (9'Z)-Cis-6,6'-
diapocaroteno-6,6'-dioato] es un diapocarotenoide,
principalmente presente en las semillas de B.
orellana L., representando al menos el 80 % del
carotenoide total presente en las mismas [9,11].
Bixina, es el metil éster del acido dicarboxilico de
norbixina y es el pigmento presente en "Paprika™,
una especia utilizada en América del Sur [12], es
soluble en soluciones alcalinas concentradas,
donde sufre saponificacion, mientras que la
norbixina y sus sales son el pigmento principal y es
soluble en agua [13].

De Oliveira Junior y cols., (2019) [14], lograron
aislar trece (13) componentes quimicos de la
semilla seca de esta especie. Estos compuestos son:
naringenina, acido 6,8'-diapocaroteno-6,8'-dioico,
E-norbixina, &cido eicosatrienoico, acido 6,7'-
diapocaroteno-6,7'-dioico, Z-norbixina, E-bixina,
Z-bixina, geranilgeraniol, metil-bixina, acido p-
12'-apo-carotenoico, a-tocotrienol y y~tocotrienol.

El uso terapéutico que se le atribuye a esta
especie es muy variado y depende de la parte que
se va a utilizar, se emplea las semillas para tratar
bronquitis,  hemorroides, en  quemaduras,
antidiarreico,  antiemético,  antidiabético vy
expectorante [15]. La raiz es considerada
antidisentérica, antivenérea e hipoglicemiante y las
hojas son usadas como desinflamatorio bucal,
diurético, antiinflamatorio prostatico. En la
medicina popular venezolana se emplean las hojas
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en decoccion para curar las enfermedades del
higado y limpiar la sangre, como refrescante, en el
dolor de muela y de cabeza [5]. A los apocarotenos
(bixina, norbixina e isobixina) se le atribuyen
varias propiedades farmacologicas, pero no se les
ha demostrado accion antimalérica [8].

El objetivo de esta investigacion fue determinar
la composicion quimica cualitativa, contenido de
polifenoles totales, actividad antioxidante y
garrapaticida, de los extractos de las hojas de B.
orellana L.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material vegetal: La especie
B. orellana L. fue recolectada en el sector “Las
Flores”, Municipio Ayacucho, Parroquia San Juan
de Colon, estado Téchira, a una altitud de 802
m s. n. m. La identificacion botéanica la realizo el
Ingeniero Forestal Juan Carmona, adscrito al
Departamento de Farmacognosia y Medicamentos
Orgénicos, de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis. Universidad de Los Andes (ULA).
Una muestra bajo el voucher N° 05 de fecha 30 de
septiembre de 2017, quedd depositada en el
Herbario MERF Dr. José L. Ruiz Teran, de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la
Universidad de Los Andes.

Obtencidn de los extractos de las hojas de B.
orellana L.: Las hojas secas y molidas (100 g) se
maceraron por 48 horas con hexano, a temperatura
ambiente, posteriormente, se filtro y se llevo a total
sequedad empleando un rotavapor IKA RV 10
digital a 45 °C, este procedimiento se repitié tres
veces y luego se cambi6o el solvente a
diclorometano y finalmente a etanol, siguiendo el
mismo procedimiento para cada uno, finalmente
los extractos fueron almacenados en frascos
herméticamente tapados, previamente tarados y
rotulados, se procedié a la identificacion de los
metabolitos secundarios, a través de pruebas
especificas.

Estudio fitoquimico preliminar: Para la
caracterizacién quimica de los metabolitos
secundarios presentes en los extractos hexanoico,
diclorometanoico y etanolico, de las hojas de B.
orellana L. se efectud una serie de pruebas

quimicas cualitativas siguiendo la metodologia
descrita por Marcano y Hasegawa (2002) [16].

Determinacién del contenido de polifenoles
totales: La determinacion del contenido de fenoles
totales se realizd a través del método Folin-
Ciocalteu a pH basico. Todos los reactivos
quimicos utilizados, incluyendo los disolventes
fueron de grado analitico. El reactivo Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich), la absorbancia se midio
en un Espectrofotometro UV-Visible (Spectronic
GENESYS TM 10 Bio) a 760 nm. La
determinacion de fenoles totales en el extracto
etandlico de las hojas de B. orellana L., es
considerado un valor arbitrario, ya que se relaciona
la absorbancia de la muestra con la absorbancia del
fenol estandar a través de sus respectivas curvas de
calibracion. Se determina de acuerdo a la ecuacion
obtenida a partir de la curva de calibracion del
&cido gélico (y- ax + b). Las cantidades reportadas,
se expresardn como pg equivalentes de acido gélico
por mg de extracto [17].

Actividad antioxidante método DPPH:
Todos los reactivos quimicos utilizados,
incluyendo los disolventes fueron de grado
analitico. El reactivo DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) de Sigma-Aldrich, el &cido
ascorbico y metanol marca Merck. Se utilizdé un
Espectrofotdmetro ~ UV-Visible  (Spectronic
GENESYS TM 10 Bio) a 517 nm, para evaluar el
comportamiento de los extractos como agentes
antioxidantes.

La evaluacién de la capacidad antioxidante de
los extractos hexanoico, diclorometanoico Yy
etandlico de las hojas de B. orellana, se realiz6
siguiendo el ensayo del test de actividad
secuestrante de radicales libres del DPPH, segun la
metodologia descrita [18, 19, 20, 21, 22].

Esta técnica consistié en preparar una solucién
stock de cada uno de los extractos, tomando 4 mg
de cada uno, en tubos eppendorf y se disolvieron en
1 mL de metanol, el ensayo se realizo por triplicado
para cada uno de los extractos. Para tal fin, se
prepararon 3 tubos de cada uno, que contenia 700
pL de DPPH (6 x102 mM) y 300 uL del extracto,
se dejo en reposo en la oscuridad por 30 minutos.
Pasado los 30 minutos se procedié a medir la
absorbancia a 517 nm. Con cada uno de los
extractos que presentaron un porcentaje de
inhibicion (% 1) del radical DPPH igual o superior
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a 50 % a 4 mg/mL, se preparé una solucion madre
de concentracion de 1 mg/mL y a partir de la misma
se prepararon varias diluciones (0,75; 0,5; 0,2; 0,1;
0,05; 0,025 mg/mL) y se procedié a determinar la
actividad antioxidante. Se realizd una curva patrén
con acido ascorbico, partiendo de una solucién
madre con una concentracion de 1 mM (17,6 mg en
100 mL de metanol). El porcentaje de inhibicion
(% I) de radicales libres de DPPHe, se calculd
mediante la siguiente ecuacion: %l = [(Apppr—
Aexiracto)/Apepr) X 100. La concentracion inhibitoria
50 (ICsp) se determind por regresion lineal para
cada muestra en funcion de la concentracion del
analito [18, 19, 20, 21, 22].

Concentracion eficiente 50 (ICso) en mg/mL
(n=3) de los extractos etandlicos vy
diclorometanoicos de las hojas de B. orellana L..:
La determinacion de ICso (mg/mL) de los extractos
etandlico y diclorometanoico de las hojas de esta
especie se calcul6 a partir de la ecuacion de la recta
y- ax + b, donde “a” es la pendiente; “b” la
interseccion de corte en la recta, y- 50 y x- ICso
[23].

Determinacién de la actividad garrapaticida
por el método Prueba de Paquete de Larvas
(PPL) [24].

Recoleccion de los parasitos en el ganado
vacuno: Las garrapatas del ganado, fueron
recolectadas el 12 de julio de 2019, en la finca del
“sefior Humberto Belandria™, ubicada en Chiguara,
estado Mérida (Municipio Sucre, a una altitud de
840 m.s.n.m. y una temperatura promedio de 28
°C) a 40 minutos de la ciudad de Mérida y a 15
minutos de la ciudad de El Vigia. Para tal fin se
tomaron 30 garrapatas adultas ingurgitadas,
directamente del animal, se colocaron en un frasco
de vidrio limpio, seco y con tapa perforada y se
trasladaron al laboratorio.

Identificacion del parasito: La especie de
garrapata utilizada en esta investigacion fue
identificada por el Prof. Antonio Ascencdo del
Laboratorio de Biodiversidad de Artrépodos,
Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias.
ULA. Su nombre cientifico es Rhipicephalus
microplus, de la Familia Ixodidae-Argasidae.

Inmovilizacion de la garrapata: Las garrapatas
recolectadas (30 en total) fueron colocadas en
placas de vidrio e inmovilizas con cinta adhesiva
(Figura 1).
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Fig. 1. Garrapatas adultas ingurgitadas,
sobre la cinta adhesiva. Foto: Vanessa
Hernandez

Obtencion de los huevos: Tras la incubacion de
las garrapatas en una cabina de vidrio durante 18
dias a 26 °C, con humedad de + 85 %, ocurrid la
ovoposicion (Figura 2). La masa de huevos de R.
microplus, se recolectd en tubos de ensayo que se
sellaron con cantidad suficiente de algoddn para no
permitir la fuga de las larvas, fueron llevados a
incubacion  nuevamente bajo las mismas
condiciones de temperatura y humedad, por 21
dias.

Fig. 2. Ovoposicion de R. microplus. Foto:
Vanessa Hernandez

Obtencion de las larvas: Luego de la eclosion
de los huevos se dejaron madurar las larvas de R.
microplus, por 14 dias mas (Figura 3).

Fig. 3. Larvas de R. microplus, observadas
a través de la lupa estereoscopica. Foto:
Vanessa Hernandez

Preparacion del extracto: El extracto etandlico
de las hojas de B. orellana L. al 20 %, se preparo
con una solucion de tween 80 (2 %).

Control positivo y control negativo: Se
prepararon tres placas de Petri del control negativo
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(Solucién Tween 80 al 2 % en agua destilada) y tres
placas para el control positivo Ivermectina al 0,1 %
(diluida con agua destilada). Con una pipeta
automatica se procedié a impregnar los papeles
filtro, dentro de las placas identificadas, con 2 mL
de la concentracion correspondiente del extracto de
las hojas. Posteriormente se colocaron sobre el
papel filtro, aproximadamente entre 100-120 larvas
por placa (con un pincel), las placas se sellaron
herméticamente utilizando cinta adhesiva.

Todas las placas (extracto y controles) fueron
colocadas en una cadmara de vidrio, en las mismas
condiciones de temperatura y humedad explicadas
anteriormente y se esperd 24 horas para hacer el
conteo de las larvas muertas y vivas utilizando una
lupa estereoscdpica y pinzas entomoldgicas.

En caso de que el extracto llegara a mostrar
actividad, se prepararian, 5 diluciones méas del
mismo a 10; 5; 2,5; 1,25 y 0,625 %, usando el
mismo control positivo y negativo, se probaria la
actividad garrapaticida por triplicado, siguiendo el
mismo procedimiento.

Para la determinacion del porcentaje (%) de
mortalidad: Se consideran larvas muertas aquellas
gque no caminan ni mueve sus patas cuando son

estimuladas con la pinza entomoldgica. Se cuenta
el nimero de larvas muertas y el total de larvas por
placa utilizando una lupa estereoscépica y pinzas
entomoldgicas, se calcula la mortalidad corregida
con la formula de Abbott [25].

Estudio estadistico: Los anlisis estadisticos se
realizaron con el programa IBM SPPS Statistict
editor de datos, versién 21 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, EE.UU). Con la finalidad de
determinar diferencias estadisticas en cada uno de
los analitos, se realiz6 un andlisis varianza
(ANOVA) de una sola via, como valores de media
(n=3) y desviacion estandar (DE).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se llevd a cabo una serie de pruebas para
determinar cualitativamente los compuestos
guimicos presentes en los diferentes extractos de
las hojas de B. orellana L., que permitieron
comprobar en los extractos hexanoico vy
diclorometanoico la presencia de esteroles y en el
extracto etandlico, alcaloides, esteroles vy
compuestos fendlicos (Tabla 1).

Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de B. orellana L.

Tabla 1.

. Reaccion de
Metabollt_os coloracion o EH ED EE
Secundarios P
precipitacion
Dragendorff +++
Alcaloides Wagner +++
Mayer +++
Esteroles +++ +++ +++
Liebermann-Burchard
Terpenos - - -
Compuestos fendlicos | Fe Cls - - +++
Flavonoides Shinoda - - -
Saponinas Prueba de la espuma - - -
Taninos Prueba de gelatina - - -
Cumarinas NH,OH/Luz UV - - -
Quinonas Prueba NH,OH - - -

+++ abundante, ++ moderado, + escaso, - ausente. EH: Extracto hexanoico, ED: Extracto

diclorometanoico; EE: Extracto etandlico.
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Los resultados obtenidos en este estudio,
coinciden, con lo reportado por Padro y cols.,
(2017) [26], quienes determinaron la composicion
quimica en la tintura al 10 % de B. orellana L.
recolectada en Cuba y lograron identificar
alcaloides, esteroles y fenoles, sin embargo,
difieren con este estudio, en algunos compuestos
quimicos como, cumarinas, saponinas,
flavonoides, triterpenos y taninos.

Por otra parte, Shahid-ul-Islam y cols., (2016)
[9], mencionaron 46 compuestos quimicos,
aislados e identificados por otros investigadores, de
diferentes partes de la especie B. orellana L., entre
los que se encontraban, carotenoides, terpenoides,
compuestos volatiles y otros compuestos, como
esteroles, flavonoides y polifenoles. En esta
investigacion se identificaron cualitativamente,
esteroles, compuestos fendlicos y alcaloides pero
no flavonoides.

De igual manera Mufioz (2015) [27], determino
la composicion de metabolitos secundarios
presentes en las hojas de B. orellana L., los
resultados obtenidos, coinciden con este aporte, en
la presencia de alcaloides y esteroles, sin embargo,
difieren en algunos metabolitos secundarios como,
triterpenos, flavonoides, saponinas y taninos, los
cuales estan ausentes en los extractos.

Las diferencias observadas al comparar este
trabajo con el de otros investigadores pueden
deberse tanto a los factores climaticos como
fisiolégicos de la planta, se conoce que
determinados rangos de temperatura, luz,
precipitaciones intervienen directamente en la
germinacioén, crecimiento y desarrollo de las

plantas y que estos factores no se comportan por
igual para todas, ni durante todo su ciclo de vida
[28]. Debido a que, en los diferentes estudios
realizados por otros investigadores, muestran
diferentes composiciones quimicas de B. orellana
L., recolectada en diferentes partes del mundo
donde hay caracteristicas ambientales diferentes a
Venezuela, podria ser este, un factor a tomar en
cuenta, que explicaria la diferencia en cuanto a la
composicion quimica.

Segun Waterman y Mole (1994) [29], el
contenido de metabolitos secundarios esti
influenciado por la velocidad de crecimiento, la
madurez, la condicién nutricional del suelo, la
depredacién y las enfermedades. Asi mismo
Santacoloma y Granados (2012) [30], afirmaron
que la aparicion de los metabolitos secundarios esta
relacionada con los mecanismos de defensa de la
planta y los efectos del suelo y del clima

Curva de calibracion del &cido galico: En la
determinacion del contenido de compuestos
fendlicos del extracto etandlico de las hojas de B.
orellana L., las curvas de calibracion del &cido
galico, se realizaron por triplicado, y las
correspondientes ecuaciones de la recta (y=
0,0251X - 0,1211 R2=0,9944; y=0,024X - 0,0707
R2=0,9951; y= 0,0229X - 0,0204 R2= 0,9957), se
emplearon para cuantificar el contenido total de
fenoles en la muestra analizada. Los valores de
absorbancia del extracto etandlico de las hojas de
B. orellana L., fueron reemplazados en la ecuacion.
En este estudio, el contenido de fenoles totales del
extracto etandlico, se corresponde a 0,89 + 0,07 ug
AG/mg de extracto seco (Tabla 2).

Tabla 2.
Cuantificacion de fenoles totales del extracto etanélico de las hojas de B. orellana L

T Concentracion Absorbancia 760 nm [ 1pg AG/mg de extracto seco [ Jug AG/mg de
X

pg/mL M A2 A3 C; C, Cs extracto seco = DE
Etandlico 50 1,137 1,135 1,136 0.89 0.81 0.97 0,89 + 0,07

AG = écido gélico; No existen diferencias estadisticamente significativa entre datos (p >0,05), con un nivel de confianza de 95%

Ul Islam y cols. (2011) [31] reportaron un
contenido de fenoles totales, en el extracto acuoso
de las hojas de Bixa orellana Linn, recolectada en
Bangladesh, de 99,99 mg de AG/g de extracto
(99,99 pg/mg de extracto), un valor muy por

encima al
investigacion.
Guimet (2012) [32], evalu6 la concentracion de
polifenoles totales, del extracto de las hojas de ocho
morfotipos de esta especie, recolectados en Perd,
obteniendo valores entre 43,45 + 0,52 mg de

reportado en este trabajo de
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catequina (CTQ)/100g y 48,72 + 0,36 mg
CTQ/100g. Este estudio no puede ser comparado
de forma objetiva con esta investigacion ya que los
investigadores utilizaron catequina como patrén y
no &cido galico.

Los metabolitos secundarios varian de acuerdo
a la edad de la planta, demostrando que el estado de
desarrollo de ésta afecta la biosintesis y
acumulacién de estos compuestos quimicos, siendo
las hojas jovenes maduras las que secretan mayor
cantidad de ellos, de esta manera puede afectar la
produccion 'y acumulacién de compuestos
fendlicos y flavonoides [33].

Otro factor que influye en la variedad de
compuestos fenolicos producidos por la planta, es
la disponibilidad de nutrientes, por ejemplo, el
estrés producido por nitrégeno provoca la
expresion de genes de la ruta de los flavonoides,
mientras que para el caso de la disponibilidad de
nitrato la ruta directamente afectada es la de los
fenilpropanoides (Sousa y cols., 2008) [34].

Las diferencias en la sintesis de metabolitos
secundarios como flavonoides, terpenos y fenoles,
podrian deberse a que en la mayoria de los
ecosistemas  existen grandes  diferencias
meteoroldgicas a lo largo del afio e interanualmente
(Valares, 2011) [35]. Factores ambientales como
temperatura y luz son desencadenantes de las vias
biosintéticas, de manera que las concentraciones de
compuestos fendlicos se incrementan cuando las
plantas estan expuestas a la luz solar [36].

Actividad antioxidante de los extractos de las
hojas de B. orellana L.

Determinacién de la actividad antioxidante
por el método DPPH: Los resultados de la
determinacion del porcentaje de inhibicion (% 1)
del radical DPPH, de los diferentes extractos a
una concentracion de 4 mg/mL (barrido inicial),
se muestran en la Figura 4.
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Fig. 4. % de inhibicion del radical DPPHe de los
extractos de las hojas de B. orellana L. a 4
mg/mL.

Porcentaje de inhibicion del extracto
etandlico y diclorometanoico, de las hojas de B.
orellana L.: La actividad antioxidante se determiné
en los extractos etanoélico y diclorometanoico de las
hojas de esta especie. En la Figura 5 se muestra la
comparacion de % | de los extractos etandlico y
diclorometanoico de las hojas de la especie en
relacién a las diferentes concentraciones.

En base a los datos obtenidos, se puede inferir
que el extracto etanolico de las hojas de B. orellana
L. presentd una mayor actividad antioxidante, con
% | por encima del 50 % con respecto al % 1 del
extracto  diclorometanoico en todas las
concentraciones (Figura 5).
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Fig. 5. Porcentaje de inhibicion (%l) de los extractos
etandlico y diclorometanoico de las hojas de B.
orellana L.

Concentracion eficiente 50 (ICso) en mg/mL
(n=3) de los extractos etandlico y
diclorometanoico de las hojas de B. orellana L..:
En este estudio, el extracto etandlico de las hojas
de B. orellana L. mostr6 un ICso de 0,26 mg/mL y
el extracto diclorometanoico 0,87 mg/mL (Figura
6).
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Fig. 6. ICs de los extractos etanblico y
diclorometanoico, de las hojas de B. orellana L.

Los resultados de ICsp encontrados en esta
investigacion, difiere de lo reportado por Mefiaca y
cols. (2018) [37], quienes evaluaron la actividad
antioxidante a través del método DPPH, de los
extractos de las semillas de B. orellana L,
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recolectadas en el Jardin Botanico de Tulud, Valle
del Cauca, Colombia, encontrando que estos
extractos que fueron obtenidos a través de fluidos
supercriticos (CO,), presentaron una ICsp de 23,5;
28,8; 37,2; 81,1 y 193,8 pg/mL; Ul Islam y cols.
(2011) [31] reportaron un ICs de 13 pg/mL, en el
extracto acuoso de las hojas de B. orellana Linn,
recolectada en Bangladesh, mientras que en este
estudio los valores de ICs, fueron 0,26 mg/mL
(260 pg/mL) para el extracto etanolico y 0,87
mg/mL (870 pg/mL) para el diclorometanoico. Es
decir, los extractos en esta investigacién mostraron
una menor actividad antioxidante.

Abayomi y cols. [38] determinaron la actividad
antioxidante con DPPH del extracto del colorante
obtenido de B. orellana, recolectada en Jamaica; el
material vegetal fue extraido utilizando un
protocolo &cido-base, obteniendo % | del radical
DPPH entre 5% a 48,9% (a concentraciones entre
0,25y 2,5 pg/mL), estos resultados estuvieron por
encima de los resultados conseguidos para el
extracto etanodlico en el presente trabajo que se
encontraron entre 64,2 y 87,1 % a concentraciones
de 0,25y 0,5 mg/mL respectivamente.

Estas diferencias pueden deberse a varios
factores que influyen en la concentracion de
metabolitos secundarios con actividad antioxidante
en la planta como son: Variedad del fruto, lugar de
la cosecha, altura y condiciones del suelo, parte de
la planta estudiada, clima. De igual forma, la luz,
es posiblemente el factor de mayor significacion,
ya que estd estrechamente relacionada con la
temperatura, varia con la estacién del afio y juega
un papel importante en la produccion de
metabolitos activos [28, 39].

Actividad garrapaticida del extracto
etandlico de las hojas de B. orellana L. contra R.
microplus, a través del método Prueba de
Paquete de Larvas (PPL): La actividad
garrapaticida del extracto etanolico de las hojas de
B. orellana L. sobre R. microplus se realiz6 por
triplicado (n=3), a través del método de Prueba de
Paquete de Larvas (PPL) [24]. Se pudo evidenciar
a través de este método que no se observo
mortalidad, es decir todas las larvas sobrevivieron
al tratamiento con el extracto etanolico de las hojas
al 20 %, en solucién acuosa de Tween 80 (2 %)
(Tabla 3).

Tabla 3.
Resultados de la supervivencia de las larvas de R. microplus,
tratada con el extracto etanélico de las hojas de B. orellana L. al
20%, en solucion acuosa de Tween 80 al 2%.

% de Mortalidad
Muestra
M; M, M3
Extracto etanélico 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Sol Tween 80 (2%) 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Ivermectina 0,1 % 100+0,0 | 100+0,0 | 100 +0,0

Mu23= muestras. Las determinaciones se realizaron por triplicado
(n=3), los resultados se muestran como % mortalidad + DE

De acuerdo a los resultados obtenidos, el
extracto etandlico de las hojas de B. orellana L. no
mostré actividad sobre las larvas de R. microplus,
es decir, resulto ser inocuo, obteniendo 100 % de
supervivencia de las mismas (Tabla 3).

Se ha evaluado la actividad garrapaticida en
extractos de aproximadamente 55 especies de
plantas pertenecientes a 26 familias, recolectadas
en diferentes regiones del mundo contra R.
microplus [39]. Entre las especies reportadas con
actividad garrapaticida tenemos: Trachyspermum
ammi [40]; Melia azedarach [41]; Azadirachta
indica [42]; Palicourea marcgravii [43];
Manilkara zapota [44] entre otras, sin embargo, no
se ha reportado hasta la actualidad el uso de la
especie B. orellana L. para el control de R.
microplus.

Es importante mencionar que Dimas (2011)
[45], relacion6 la mortalidad de larvas de R.
microplus, con una saponina llamada sapotoxina.
Se ha demostrado que las saponinas, estimulan la
penetracién de compuestos téxicos en las células
generando una accion sinérgica [46,47].

En esta investigacion, el extracto etandlico de
las hojas de B. orellana L., no mostré presencia de
saponinas, taninos ni otros metabolitos a los que se
les haya reportado actividad garrapaticida, ni
tampoco presenté actividad contra las larvas de R.
microplus, se podria inferir que la ausencia de estos
metabolitos secundarios podria ser el origen de este
resultado.

Sin embargo, a esta especie si se le ha atribuido
otras propiedades medicinales en animales
domeésticos, como en el hongo de cerdos y aves
[48], en la coriza infecciosa de las gallinas,
producida por A. paragallinarum [49]. Estos
reportes condujeron a tratar de probar la efectividad
del extracto polar de las hojas de esta planta sobre
la larva de la garrapata del ganado vacuno, que
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tantas pérdidas econémicas causan en Venezuela,
Latinoamérica y el resto del mundo. Sin embargo,
no se logré demostrar actividad sobre las mismas.

CONCLUSIONES

Los extractos hexanoico y diclorometanoico de
las hojas de B. orellana L. mostraron la presencia
de esteroles y el extracto etandlico, alcaloides,
esteroles y compuestos fendlicos. El contenido de
fenoles totales del extracto etandlico es 0,89 ug
AG/mg.

Los extractos etandlico y diclorometanoico,
presentaron una concentracién inhibitoria (1Cso) de
0,26 mg/mL y 0,87 mg/mL y el % I del radical
DPPH fue de 87,1 y 31,0 respectivamente a la
concentracion de 0,75 mg/mL.

El extracto etanolico de hojas de esta especie no
mostré actividad sobre las larvas de la garrapata del
ganado (R. microplus), ya que estas tuvieron un
porcentaje de supervivencia de 100 % después del
tratamiento.
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