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RESUMEN

El objetivo general del presente trabajo consistió en estudiar aspectos pre-clínicos relacionados con la Etnobotánica, Botánica, Farmacognosia, Toxicología, Farmacología y Agrotecnia de la planta medicinal Dioscorea bulbifera L, conocida en la Amazonía Peruana con el nombre de “Achiote” o “Achote”. Los especímenes estudiados se colectaron del Jardín Botánico IMET-ESSALUD, determinándose como especie arbórea de ramificación policotómica,  perteneciente a la familia BIXACEAE. En la medicina tradicional los hojas  son empleados generalmente como  antiinflamatorio vaginal,  conjuntival y dérmico, así como antipirético. Macromorfológicamente las hojas presentan lámina simple y son largamente pecioladas; la micromorfología nos muestran estomas anomocíticos en ambas caras, siendo más numerosas en el envés; el parénquima en empalizada es biestratificado. El análisis fotoquímico muestra que el extracto acuoso atomizado   de Bixa orellana es soluble en metanol y medianamente soluble en agua destilada; el extracto acuoso liofilizado es muy soluble en agua destilada y escasamente soluble en metanol y etanol; el extracto atomizado presenta moderado contenido de saponinas y glicósidos, el extracto liofilizado azúcares reductores y glicósidos, ambos extractos presentan abundantes fenoles, taninos y flavonoides. El extracto acuoso liofilizado ha demostrado actividad antimicrobiana in vitro sobre: Staphylococcus aureus, S. Epidermis, Candida albicans y Candida sp., mientras que el extracto atomizado tuvo actividad sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella sp., Proteus vulgaris y Pseudomona sp. El fitocomplejo atomizado inoculado por vía intraperitoneal en animales de experimentación arrojó una DL50  de 404.8657 mgkg-1 considerándose moderadamente tóxico, mientras que el extracto acuoso liofilizado por vía oral es ligeramente tóxico y vía intraperitoneal prácticamente no tóxico. Los resultados bioquímicos reportan niveles normales de colesterol, con disminución significativa de creatinina, hematocrito y segmentados, aumento significativo de linfocitos, apreciándose paralelamente aumento del peso corporal. El estudio farmacológico con el extracto acuoso atomizado inoculado vía intraperitoneal a la dosis de 100mgkg-1 reduce la inflamación intestinal, no presenta efecto analgésico ni hiportérmico, y disminuye la velocidad de transito intestinal así como la actividad y performance motora. La agrotecnia recomienda la propagación asexual para producción de hojas y dos cosechas de hojas por año; las enfermedades más comunes son la “mancha necrótica de las hojas”, “oidiosis” y “necrosis de frutos”, y como plagas el “trips de banda roja” y el “barenador de ramas jóvenes”. Los resultados pre-clínicos servirán como base para iniciar trabajos clínicos orientados a resolver problemas específicos de salud preferentemente los de naturaleza inflamatoria y microbiana.

Palabras claves: Bixa orellana L, Achiote, Estudio pre – clínico, hoja, animales de experimentación. 

CAPITULO 1.- INTRODUCCION

La amazonía peruana cuenta con una elevada biodiversidad, es así como el Perú está considerado dentro de los 12 países con la mayor diversidad biológica de la tierra, conocidos como países megadiversos, tanto por el número de especies, recursos genéticos, como por las variedades del ecosistemas. Se han logrado determinar cerca de 5,000 especies de plantas de plantas, destacado las de usos medicinales, alimenticios, ornamentales entre otros.1
El Achiote taxonómicamente pertenece al género Bixa y a la familia BIXACEAE, el género consta de 5 especies para el Perú según  Brako y Zarucchi (1993) y a nivel del Noroeste de Sud América 5 especies.3 Según Vásquez y Rojas (2000) la familia BIXACEAE presenta 2 géneros amazónicos, 6 especies amazónicas, 3 géneros para el Perú y 8 especies para el Perú.
El género Bixa es originado de AMÉRICA Tropical y cultivado en los trópicos, 5 está representado por pequeños y grandes árboles, una especie es ampliamente cultivada, es decir el Achiote, las otras están restringidas a bosques de tierras bajas.3 Las especies de la familia BIXACEAE tienen como características porte únicamente leñoso, siendo arbustivas o arbóreas con látex rojo anaranjado, hojas alternas simples, inflorescencias en panículas terminales, flores hermafroditas con ovario súpero, fruto en cápsula densamente espinosa, semillas abovoides con testa carnosa.5
La Bixa orellana L. conocido vulgarmente como Achiote, es un árbol nativo del trópico americano, cultivado y naturalizado en las regiones tropicales y sub-tropicales del mundo6 , se puede cultivar desde el nivel del mar hasta unos 1,200 m.s.n.m. con una temperatura entre los 24 – 30°C,7 prosperando enana diversidad de suelos con buen drenaje. La distribución del ACHIOTE EN EL Perú está circunscrita a los departamentos de AMAZÓNAS, Cuzco, Huanuco, Junín, Lima, Loreto, Madre de Dios, San Martín y Ucayaly, desde 0-1000 m.s.n.m.2 

En la medicina tradicional se suele emplear las hojas del Achiote como antiinflamatorio vaginal, conjuntival y dérmico, asimismo tiene actividad antidiarreico, antiemética, antihipertensiva, antipirética, expectorante y antitusígena. El arilo de las semillas se aplican en quemaduras y afecciones de la piel.8,9,10
La composición química de la Bixa orellana es como sigue: a partir del aceite de las hojas fue obtenido el hidrocarburo sesquiterpénico identificado como ishwarano, igualmente fueron identificados monoterpenos y sesquiterpenos.11  Harbone (1975) indica que tres flaconas bisulfato de apigenina, 7 – bisulfato de luteolina y 8 – bisulfato hypolaetina. La Bixa orellana se cultiva por la materia colorante de sus semillas, la que es utilizada para colorear quesos y alimentos dulces. 13
Estudios toxicológicos en animales de experimentación empleando semillas, reportó una DL50  de 700mg/kg por vía intraperitoneal en ratones; la administración en perros produjo toxicidad del páncreas y hepatoxicidad con hiperglicemia.14
Estudios farmacológicos reportan que la tintura de corteza y hojas tienen actividad contra Escherichia coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. Typha y S. flexneri; la tintura de las hojas tienen actividad contra N. gonorrhoeae y la infusión de las hojas tiene acción sobre T. vaginalis. Latintura de hojas y corteza es activa contra C. albicans, A. flavus, E. flocosum, M. gypscum y T. rubrum.14
En el Perú el uso y aplicación de plantas medicinales deviene como una manifestación cultural adquirida, heredad y transmitida hace muchos siglos y que presenta un aceptación como un método alternativo al tratamiento de diversas enfermedades y dolencias en los diferentes centros asistenciales.

El presente informe nos permite conocer los resultados pre-clínicos multidisciplinarios  de Bixa orellana, como soporte para la ejecución de trabajos clínicos sobre todo de enfermedades infecto contagiosas de origen bacteriano y fúngico que aquejan frecuentemente al poblador amazónico.  
CAPITULO 2.
SECCION EXPERIMENTAL

2.1 MATERIALES, EQUIPOS Y MÉTODOS

2.1.1. MATERIALES Y EQUIPOS

Los materiales y equipos utilizados en el estudio pre-clínico comprenden:

2.1.1.1. Materiales:

Formatos de encuestas

Muestra herborizada de Bixa orellana L. 

Hojas Bixa orellana L.
Extracto acuoso atomizado de la hoja de Bixa orellana L.
Extracto acuoso liofilizado de la hoja de Bixa orellana L.
Cromatofolios de sílicagel 60F

Animales de experimentación: ratones y ratas albinas de ambos sexos

Humus de lombriz

Cepas microbianas Gram + y –

Levaduras

Agar tripticase soya

Micropipetas

2.1.1.2. Equipos:

Estereoscopio

Cronómetro 

Cámara de secado

Balanza analítica

Centrífuga

Baño María 

Agitador magnético

Espectrofotómetro

Refrigerador

Microscopio binocular

Cámara fotográfica

Liofilizador

Circulador de aire

Deshumecedor

2.1.2. MÉTODOS

2.1.2.1 Estudio Etnobotánico y Botánico 

a. Estudio Etnobotánico

Se captó información a través de entrevistas personales a curanderos y herbolarios; así mismo se empleó formatos para encuestas consignando  los siguientes ítems: nombre vulgar de la planta, usos medicinales, parte utilizada, forma de preparación y vía de administración y dosis; además se efectuó revisión bibliográfica. 

b. Herborización 

Se colectó en el Jardín Botánico IMET-ESSALUD las diferentes partes estructurales, y se anotó datos referente a la especie y fecha de colecta, seguidamente las muestras fueron prensadas y sometidas al proceso de secado a 50°C, una vez secas las muestras pasaron al montaje sobre cartulina y se etiquetó consignándose los siguientes datos: nombre del colector, N° de muestra, determinador, nombre vulgar, nombre científico, familia, localidad, departamento, provincia, distrito, altitud. hábitat, hábito, flores, frutos , usos y fecha de colecta.
c. Estudio taxonómico y descripción botánica

Con la muestra herborizada se determinaron las categorías taxonómicas, empleando descriptores morfológicos, claves de identificación, bibliográfica especializada y estereoscopio. En la descripción botánica se caracterizaron las partes estructurales de la especie en el campo  y el laboratorio, utilizando un estereoscopio y escalímetro para las medidas respectivas.
d. Estudio macromorfológico

Se colectaron las hojas y los tubérculos aéreos, luego fueron caracterizados macroscópicamente en el laboratorio empleando

descriptores, bibliografía especializada, estereoscopio y escalímetro.
e. Estudio micromorfológico

Se colectaron las hojas, luego se realizó cortes histológicos a mano alzada; seguidamente fueron montados los cortes sobre el portaobjeto; para la caracterización, se empleó descriptores y bibliografía especializada.
2.1.2.2 Estudio Farmacognóstico

a. Determinación de materia seca

Distribuir uniformemente el material vegetal fresco en recipientes planos, exponer en una cámara de secado a 40°C provista de recirculación de aire  deshumedecedor, remover cada 12 horas el material, hasta obtener peso constante.15
b.
Obtención del extracto acuosos liofilizado

Procedimiento: Someter a cocción el material vegetal fresco picado durante 4 horas, decantar, filtrar por medio de algodón, congelar y liofilizador el extracto acuoso hasta obtener un producto seco (Ver Esquema N°1)15
ESQUEMA N°1. Obtención del extracto acuoso liofilizado de las  hojas de B. orellana
Material vegetal fresco

· Selección

· Lavado

· Picado

Material vegetal picado

· H2O

· Cocción

· Decantación
Extracto acuoso
· Filtración

· Congelación

       
   Liofilizado

· Rendimiento

· Almacenamiento 

c.
        Obtención del extracto acuoso Atomizado 
Someter a  cocción durante 4 horas el material vegetal freso picado, decantar, filtrar por medio de algodón, y atomizar el extracto acuosos hasta obtener un producto seco (Ver Esquema N°1).15
Esquema N°1. Obtención del extracto acuoso liofilizado de las hojas de B. orellana

Material vegetal fresco

· Selección

· Lavado

· Cortado

Material vegetal cortado
· H2O

· Cocción

· Decantación

Extracto acuoso
· Filtración

· Atomizado

       
   Atomizado

· Rendimiento

· Almacenamiento 

d. Screening fotoquímico
Droga: Macerar el polvo grueso de las hojas, en forma sucesiva con eter etílico, etanol y agua destilada durante 24 horas cada vez. Tomar alícuotas de 2-8 ml de los extractos obtenidos  y realizar los enasayos aplicando slos reactociso de indetificación 16 (Ver Esquema N° 2).
Extractos acuosos: Solubilizar por separado 0.5g del extracto acuoso liofilizado y atomizado en una cantidad suficiente de agua destilada y luego realizar los ensayos de identificación para cada metabolito 16  (Ver Esquemas N°2).

  




Material vegetal seco

Eter etílico




Extracto etéreo




Marco
· Alcaloides

· Triterpenos-esteroides

· Quinonas

· Cumarinas





Alcohol etílico
· Carotenos

· Aceites escenc. y grasas



Extracto etílico



Marco
-     Saponinas

                                          -     Azúares R.

· Cumarinas






Agua

· Fenoles y taninos

· Aminoac-aminas

· Alcaloides

· Glicósidos cardiotónicos

· Flavonoides

· Quinonas

Extracto acuoso



Marco
- Saponinas

                          
- Alcaloides

· Fenoles y taninos

· Azúcares reductores

· Flavonoides

· Mucilagos

· Glicósidos

· Principios amargos y astrigentes

e.
Solubilidad de los extractos
Pesar por separado 5mg. del extracto acuoso atomizador y liofilizado y verter en 0.5mL. del  solvente. Cada vez utilizar solventes en orden decreciente de polaridad y observar el comportamiento de solubilidad.17,18
f.
Análisis cromatográfico de capa fina 
Disolver 0.1g del extracto en 0.5 ml de metanol y sembrar en cromatofolios de silicagel 60 F254.  Secar la placa y fluirla introduciendo en una cámara cromatográfica provista de la fase móvil adecuada, terminada la operación observar a la luz visible, UV254 y 365- o con la ayuda de reveladrores; describir los espectros y sus respectivos Rf 16,19,20
2.1.2.3. Estudio Biológico



      a.
Actividad antimicrobiana
La determinación de la actividd antimicrobiana del extracto liofilizado y atomizado de la Bixa orellana L. se inició con el tratamiento de las muestras como indica en el (Flujograma N°1).

Flujograma N°1
Actividad Antimicrobiana







[image: image3.png]



Para el extracto liofilizado los mrcadores de la actividad antimicrobiana fueron cepas sensibles de Staphylococcus aureus y epidermidis, Escherichia coli, Pseudimona aeruginosa, Candida albicans y Candida sp.; para el extracto atomizado fueron cepas sensibles de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomona sp, Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes y Klebsiella sp.

Para el cultivo de los, microorganismos se incorporaron las cepas en agar tripticase soya inclinado y se incubaron a 37°C por 24 horas, a partir del que se obtuvieron los inóculos en solución salina estéril al 0.85% y hasta obtener una concentración final de 106 ufc/mL, del cual se incorporó 1mL. En placas petri. Se agregó 25 ml. De agar Mueller Hinton fundido a 45°C y e dejó repostar hasta que solidifique.21
Para la evaluación se empleó el método de excarvación placa cultivo para ambos extractos, se realizaron 3 excavaciones de 6mm de diámetro, en las que  se colocó 0.1 ml. Del extracto a concentraciones e 50 y 100 mg/mL., y control negativo a la que se agregó 0.1 de suero fisiológico para el liofilizado y 0.1/ml, 0.2g/ml y 0.3/ml para el atomizado.
2.1.2.3. Estudio Toxicológico


a.
Toxicidad aguda según el método clásico (Método Probit’s)


Vía oral 
Se estableció 6 grupos de ratones albinos hembras, a los que se administró el extracto acuoso liofilizado a una dosis máxima de 17000 mgkg-1 y dosis intermedias de 15200, 13400, 11600, 9800 y 8000 mgkg-1 y un grupo de control. Se evaluó la mortalidad como respuesta positiva a las 24 horas post-administración.22,23

Vía intraperitoneal
Se estableció 6 grupos de ratones albinos hembras, a los que se inoculó el extracto acuoso liofilizado a una dosis máxima de 1000 mgkg-1 y a dosis intermedias de 760, 574, 440, y 250 mgkg-1 y un grupo de control. Se evaluó la mortalidad como respuesta positiva a las 24 horas post-inoculación.22,23
b.
Toxicidad aguda según el método de dosis límite


Vía Intraperitoneal.

Se utilizaron ratones albinos, de ambos sexos cepa Balb/c53 (n♂= 30, w♂=22.25 ± 1.26; n♀= 30, w♀= 22.0 ± 1.72), previamente sometidos a un ayuno de 12 horas. Se inoculó el extracto acuoso atomizado de las hojas de Bixa orellana L. a dosis única de 2000 mgkg-1, seguida de la observación de los animales por un periodo de 14 días. Durante el experimento se evaluó el peso corporal al inicio, 7 y 14 días y la mortalidad a las 24 horas, 7 y 14 días. Se determinó los perfiles bioquímicos, hematológicos y anátomo patológicos de los diferentes órganos diana.
Las muestras de sangre se tomaron a nivel del seno venoso retroorbital. Los perfiles bioqímicos y hematológicos fueron procesados mediante Análisis de Varianza de una vía contenida en el paquete estadístico MICROSTAT.
c.
Genotoxicidad en células germinales

Para la prueba se establecieron 4 grupos de 8 animales cada uno: control espontáneo (animales no tratados), control positivo (Ciclofosfamida Lab. Asofarma Argentina 50 mgkg-1/5 día/pc i.p) y Bixa orellana L (2000 y 1000  mgkg-1/5 día/pc po.)

En todos los casos, el esquema de tratmiento fue de 5 aplicaciones, separadas de 24 horas entre sí.

A los 35 días de la primera aplicación, una vez que los espermatocitos primarios de los animales tratados llegan a espermatozoides maduros en los epididimos, se procedió al sacrificio por dislocación cervical. Se determinó el peso se los testículos y los epidídimos, así como se prepararon suspensiones de espermatozoides.

La suspensión de espermatozoides de tiñó con Eosina y (Merck-Darmstadt) al 1% y se realizó la extensión en 2 láminas por animal. La evaluación se realizó en láminas codificadas y se contaron con 1000 espermatozoides por animal. Para la clasificación se siguió el criterio de Wyrobek y Bruce, basado en cabezas normales, amorfas, bananas y si gancho.24,25 
Para la evaluación estadística, los valores se procesaron mediante análisis de varianza.

2.1.2.5. Estudio Farmacológico  

a. Evaluación de la actividad térmica

En ratas albinas hembras con ayuno de 12 horas se determinó las temperaturas rectales basales, para proceder a la administración por vía sub-cutánea de levadura de cerveza, luego los animales distribuyeron al azar en 3 grupos: extracto atomizado de Bixa orellana (100mgkg-1; p.o), paracetamol (200mgkg-1; p.o) y solución salina (0.9%). Se determinaron los niveles de temperatura cada 15 minutos durante 75 minutos. Los valores de las temperaturas se expresaron en °C y los resultados se evaluaron mediante análisis estadísticos.
b. Evaluación del efecto analgésico mediante el método de contorsiones abdominales inducido por ácido acético.

Ratones albinos machos (n=32; w= 20.318± 1.492g) y hembras (n=32; w= 22.039±1.547g) sometidos a ayuno y agrupados en 4 grupos de 8 animales fueron tratados con solución salina, Indometacina (10mgkg-1), extracto acuoso atomizado (100 y 500mgkg-1; p.o). Transcurridos 30 minutos se administró por vía intraperitoneal solución de ácido acético e inició la cuantificación del número de contorsiones abdominales26. El procesamiento y análsis de la información se realizó utilizando análisis de varianza de un avía con un ε de 0.05.
c. Evaluación de la inflamación intestinal

En ratas albinas machos se procedió a la administración por vía subcutánea de dosis única de indometacina (10mgkg-1; s.c.), luego los animales se distribuyeron al azar e dos grupos: control negativo (solución salina 0.9%; p.o) y extracto atomizado de Bixa orellana (100mgkg-1;p.o); se administró durante 5 días y se evaluó erosiones de la mucosa y ulceraciones sobre el lado mesentérico del intestino delgado medio.27
d. Método de Inflamación Intestinal crónico.

Se utilizó ratas albinas hembras (n= 16; w= 177.30±13.72g) y machos (n= 16; w= 174.125±4.969g). con ayuno de 24 h. Se procedió a administrar a cada animal solución de indometacina 7.5 mgkg-1 por vía subcutánea, una dosis por día durante 2 días27.
Posteriormente los animales se distribuyeron en 2 grupos de 8 animales cada uno y se administró solución salina; extracto atomizado (500 mgkg-; p.o) durante 5 días.

e. Actividad sobre el tránsito intestinal

Para el estudio se utilizó ratones albinos machos (n=32;w=20.656±1.011g) y hembras (n=32; w=20.906±1.0036g), con ayuno de 12 horas, agrupados al azar en 4 grupos de 8 animales. Se adminstró solución salina, Atropina (1 mgkg-1) y extracto atomizado (100,500 mgkg-1; p.o).
Posteriormente a cada animal se administró carbón activado (SIGMA) en CMC., 45 minutos después los ratones se sacrificaron y se evaluó la distancia recorrida por el carbón activado medido desde elpiloro hasta la válvula ileocecal28. Los resultados se expresaron en porcentaje en relación a la longitud del intestino delgado y procesamiento y análisis de la información se realizó utilizando análisis de varianza de una vía con un α de 0.05.
f.
Actividad y performance motora

Test de chimenea:

Se utilizó ratonres albinos machos (n=32; w= 20.3125 ± 0.946g), y hembras (n=32; w= 21.093 ± 0.86g) seleccionar al azar, registrándose el tiempo de retroceso basal de los animales para alcanzar una longitud de 25cm. Alos grupos establecidos con 7 animales se procedió a administrar solución salina, extracto acuoso atomizado (100, 500 mgkg-1; p.o) y Diazepan (1 mgkg-1; i.p). La evaluación de los animales fue cada hora durante 2 horas, se determinó el tiempo de retroceso para cada caso.29 El procesamiento y análisis de la información se realizó utilizando análisis de varianza de una vía con un α de 0.05.
2.1.2.6. Estudios Agrotécnicos

a. Condiciones climáticas y de suelo

En base a las referencias bibliográficas30 y al SENAMHI, se obtuvieron las informaciones metereológicas de nuestra zona; asimismo se obtuvo la información sobre análisis de suelos.
b. Propagación
Se seleccionaron plantas del Jardín Botánico – IMET – ESSALUD y de estas se obtuvieron semillas y esquejas para su evaluación correspondiente.
c. Identificación de plagas y enfermedades
Para el caso de enfermedades se colectó los diversos órganos afectados para ser sembrados en placas petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) para su crecimiento e identificación. 31-33  Para el caso de Artrópodos, se colectó y conservó en formol al 5% para su identificación.34 

d. Fenología

Se efectuó observaciones permanentes (mensuales), para verificar cambios fisiológicos como crecimiento, floración, fructificación, cosecha, etc.

e. Evaluación de otras variables

En plantas desarrolladas en el Jardín Botánico IMET-ESSALUD se evaluaron algunos parámetros como:

a) Caracterización de agrotipos.

b) Altura de plantas
c) Numero de hojas

d) Número de inflorescencias y frutos

e) Peso fresco y seco de hojas

f) Pérdida de humedad de hojas
2.2. RESULTADOS
2.2.1. ESTUDIO ETNOBOTANICO Y BOTANICO
2.2.1.1. Estudio Etnobotánico

Según la información recabada de curanderos herbolarios, las hojas del Achiote o Achote presentan propiedades para el tratamiento de inflamaciones vaginales, dérmicas y de la conjuntiva, asimismo la etnia Yagua ya la emplea como antipirético.

Según referencias bibliográficas la Bixa orellana tiene efecto antidiarreico, antiemético, antihipertensivo, antimalárico, antipir´tico, antiinflamatorio, cicatrizante, hepatoprotetor, en quemaduras, insecticida, en afecciones de la piel, astringente, afrodisiaco antidisentérico expectorante, digestivo y antitusígeno. 8-10 
2.2.1.2.
Herborización
La muestra herborizada (exiccata) se encuentra depositada en el Herbarium IMET-ESSALUD con el código BIX-0001 y en el Herbario San Marcos (USM) con el N° de registro 151525.

2.2.1.3.
Estudio Taxonómico y Descripción botánica 




2.2.1.3.1. Identificación Taxonómica




Sistema: Clasificación Adolph Engler (1954-1964)5



División
: Angiospermae




Clase

: Dicotyledoneae





Sub clase
: Archichlamydeae





Orden 

: Violales (Vísales)





Familia 
: BIXACEAE





Género 
: Bixa





Especie
: Bixa orellana L.




Sistema: Clasificación Athur Cronquist (1998)35




División
: Magnoliophyta





Clase 

: Magnoliopsida





Sub-clase
: Dilleniidae

Orden

: Violales

Familia
: BIXACEAE

Género
: Bixa

Especie
: Bixa orellana L
2.2.1.3.2. Sononimia:


Bixa odorante R. & P.. Ex G. Don

2.2.1.3.3. Nombres vulgares 

Achote, acosi (v. andoke), aisiri (v. chontaquiro, anate, anatto (inglés), ipiácu (v. jíbaro), masce (v. cunibo), maxe (v. cashibo), ñoñoonya (v.ocaina), potsote (v. campa), rucu (v cocama), shambu huayo, urdu achiote, urucú uxta (v. ticuna), yetsop (v.amuesha), shambu shambu, aisiri (v. chontaquiro). 8-10
2.2.1.3.4. Descripción Botánica
 
Arbol de copa redonda y ramificación policotómica. Tallo ramificado desde la base, de 20 – 30 cm de diámetro, leñoso, alcanza 10m de altura; leño liviano y poderoso de color blanquecino. Corteza externa levemente lisa con presencia de ritidomas, cubierto de líquenes, musgos, color blanco grisáceo y luego del raspado marrón rojizo con manchas amarillentas. Corteza interna de textura fibrosalaminar, de color rosado opaco, desprende un pigmento amarillo al contacto. Hoja simple, alterna, acorazonada, truncada y ampliamente cordada en la base, ápice acuminado, levemente anastosomada, base truncada algo acorazonado en el envés, de 10 – 35 cm de largo incluido el peciolo y 7 – 17 cm de ancho, peciolo 3 – 12 cm de largo de 1 – 2 mm de diámetro, 5 nervaduras principales que nacen de la base. Inflorescencia en panículas terminales. Flor hermafrodita, actinomorfa; cáliz con 5 sépalos imbricados cadyucos de 2.5 – 3 cm de largo, el color varía de blanco hasta rosado o violeta, corola con 5 pétalos de forma ovalada, de color rosado a blanco; androceo con numerosos estambres, antera con 8 sacos embrionarios; gineceo con estilo alargado y erecto, ovario súpero elipsoidal recubierto por pelos glandulares, presenta de 2 – 3 celdas. Fruto cápsula dehiscente de forma hemisférica, ovoide, elipsoidal o cónica, recubierto por espinas rígidas o flexibles de 0.4 – 1.5 cm de largo las que ocasionalmente están ausentes, presenta 2 valvas recubiertas por un arilo de color rojo ocre a rojo sangre o anaranjado, de forma poliédrica generalmente piramidal, el número varía de 10 – 98 por fruto encontrándose 45 semillas en promedio. Raíz pivotante y de amplio desarrollo.

2.2.1.4. Estudio Macromorfológico 

2.2.1.4.1. Macromorfología de la hojas

Hoja con lámina simple, glabra, cordada con puntos rojos en el envés, de 15 – 27 cm de largo por 10 – 17 cm de ancho; ápice acuminado; base reniforme, borde entero levemente ondulado; nerviación pentanervada, la nervadura media y secundarias son salientes en el envés; peciolo de hasta 10 cm de largo por 3 mm de diámetro, con pulvino y estípula reducida; cuando fresca es de color verde oscuro en el haz y verde pálido en le envés, cuando seca es de color castaño claro a rojizo tenue.
2.2.1.5. Estudio Micromorfológico de la hoja
2.2.1.5.1. Micromorfología de la hoja


Sección Paradermal:


Epidermis adaxial:
Presenta células poliédricas irregulares en tamaño con bordes suavemente ondulados, incoloras, con abundantes estomas anomocíticos.


Epidermis abacial:
presenta células poliédricas irregulares en tamaño con bordes suavemente ondulados, incoloras, con abundantes estomas anomocíticos.


Sección Transversal:

Hoja anfistomática, dorsiventral o bifacila. Epidermis del haz con cutícula gruesa, conformado por células cuadrangulares, sin tricomas, con estomas anomocíticos.


Mesófilo formado por un parénquima en empalizada con abundantes cloroplastos, dispuesta en dos capas hacia la superficie adaxial, la primera capa más larga que la segunda, escasos cristales y parenquima esponjosos definido por células de formas irregulares que dejan entre si grandes espacios intercelulares, presentando células con pigmentación roja (bixina), estas pueden hallarse también en el parenquima en empaizada. El haz conductor es de tipo colateral, con el xilema orientado hacia el haz y el floema hacia el envés; el esclerénquima bordea el haz conductor llegando a unir a la epidermis adaxial y abaxial.


Epidermis del envés con cutícula gruesa con células similares  a la del haz; presencia de estomas anomocïticos.
2.2.1.5.2. Micromorfología del peciolo


Sección Transversal:


Modelo vascular cerrado con haces inconspicuos.


Epidermis con cutícula gruesa y células clorofiliano representado por 2-3 cepas de células oblongas desordenadas. Parénquima cortical con células grandes oblongas, presenta drusas (cristales) y cavidades esquizógenas. Esclerénquima con células poliédricas predominado las hexagonales, se aprecian eslclereidas con puntuaciones simples. Floema con células poliédricas y xilema con grandes cavidades esquizogénicas. Parenquima incoloro con células poliédricas y oblongas, presencia de grandes cavidades esquizógenas mayores a las del parénquima cortical, también están insertas trazas vasculares con xilema y floema, además se puede ver druasa y esclereidas con puntuaciones simples. Haz conductor central con xilema y floema acompañado de fibras (esclerénquima).
2.2.2. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO

2.2.2.1. Determinación de materia seca

El tiempo requerido para el secado del material vegetal fue de 10 ± 1 horas, con un rendimiento aproximado de 35%.

2.2.2.2. Obtención del extracto acuoso liofilizado

El tiempo requerido para liofilizar el extracto acuoso de las hojas frescas de Bixa orellana fue de 96 ± 2 horas y reportó un rendimiento aproximado del 5.4%, el cual se almacenó en frascos con tapa hermética en lugar freso y alejados de la luz.

2.2.2.3. Obtención del extracto acuoso atomizado

El tiempo requerido para secar por atomización el extracto acuoso de las hojas frescas de Bixa orellana fue de 8 ± 2 horas y reportó un rendimiento aproximado del 8%.
2.2.2.4. Screening Fotoquímico

Los resultados del Screening para la droga desecada y del extracto acuoso liofilizado se presentan en la TABLA N°1.


Tabla N°1 Screening fotoquímico preliminar de las hojas desecadas y del

 extracto acuoso lioflizado de B. orellana
	PRUEBAS
	RESULTADOS (*)
	METABOLITOS

	
	Hojas desecadas
	Extracto liofilizado
	

	Dragendorff
	++
	0
	Alcaloides

	Liebermann-Buchard
	++
	-
	Triterpenos-esteroides

	Bomtrager
	0
	-
	Quinonas

	Baljet
	+
	-
	Cunarinas

	Carr-Price
	++
	-
	Carotenos

	Reactivo de Sudan
	0
	-
	Aceites escenciales y grasas

	Reactivo de Fehling
	0
	++
	Azúcares reductores

	Espuma
	0
	+
	Sponinas

	Cloruro Ferrico
	++
	+++
	Fenoles y taninos

	Ninhidrina
	0
	-
	Aminas y aminoácidos

	Reactivo Kedde
	0
	-
	Glicósidos cardiotónicos

	Reactivo Shinoda
	+++
	+++
	Flavonoides

	Tacto
	++
	0
	Mucilagos

	Sabor
	+
	+
	Principios amarfos y astrignetes

	Molisch
	0
	++
	Glicósidos

	Picrato de Sodio
	0
	-
	Glicósidos Cianogénicos 


(*) (+++) abundante; (++) moderado; (+) leve; (0) ausente; (-) no se realizó.

Los resultados del screening del extracto acuoso atomizado se presenta en la Tabla N°2
Tabla N°1 Screening fotoquímico preliminar de las hojas desecadas y del

 extracto acuoso atomizado de B. orellana
	PRUEBAS
	RESULTADOS (*)
	METABOLITOS

	
	Hojas desecadas
	Extracto liofilizado
	

	Dragendorff
	++
	0
	Alcaloides

	Liebermann-Buchard
	++
	-
	Triterpenos-esteroides

	Bomtrager
	0
	-
	Quinonas

	Baljet
	+
	-
	Cunarinas

	Carr-Price
	++
	-
	Carotenos

	Reactivo de Sudan
	0
	-
	Aceites escenciales y grasas

	Reactivo de Fehling
	0
	+
	Azúcares reductores

	Espuma
	0
	++
	Sponinas

	Cloruro Ferrico
	++
	+++
	Fenoles y taninos

	Ninhidrina
	0
	-
	Aminas y aminoácidos

	Reactivo Kedde
	0
	-
	Glicósidos cardiotónicos

	Reactivo Shinoda
	+++
	+++
	Flavonoides

	Tacto
	++
	0
	Mucilagos

	Sabor
	+
	+
	Principios amarfos y astrignetes

	Molisch
	0
	++
	Glicósidos

	Picrato de Sodio
	0
	-
	Glicósidos Cianogénicos 


(*) (+++) abundante; (++) moderado; (+) leve; (0) ausente; (-) no se realizó.

2.2.2.5. Solubilidad del extracto

La solubilidad del extracto acuoso liofilizado frente a los diferentes solventes se presentan en la TABLA N°3

TABLA N°3 Solubilidad del extracto  acuoso 


liofilizado de B. rellana

	Solventesa
	Resultadosb

	Agua destilada
	++++

	Metanol
	+-

	Etanol
	+-

	Isobutanol
	-

	Acetato de etilo
	-

	Diclorometan
	-

	Tolueno
	-

	n-hexano
	-



a0.5mL de solvente que disuelven 5mg de muestra problema


b(-) insoluble, (+-) escasamente soluble, (+) poco soluble;


 (++) medianamente soluble, (+++) soluble, (++++) muy soluble

La solubilidad del extracto acuoso atomizado frente a los diferentes solventes se presentan en la TABLA N°4.

	Solventesa
	Resultadosb

	Agua destilada
	++

	Metanol
	+++

	Etanol
	+-

	Isobutanol
	-

	Acetato de etilo
	-

	Diclorometan
	-

	Tolueno
	-

	n-hexano
	-



a0.5mL de solvente que disuelven 5mg de muestra problema


b(-) insoluble, (+-) escasamente soluble, (+) poco soluble;


 (++) medianamente soluble, (+++) soluble, (++++) muy soluble

2.2.2.6. Análisis Cromatográfico de capa fina

Del extracto acuoso liofilizado:

El extracto liofilizado demostró un aalta polaridad; los mejores resultados se obtuvieron con el sistema Ac OEt: HCOOH: CH3 COOH: H2O en la proporción: 10:1:1:2., en el visible se observaron manchas de color pardo tenue y pardo amarillas; en UV254 manchas pardas y celeste tenue, mientras que con UV365 manchas verdes y azul-pardas intensas, lo que indica la presencia de compuestos fenólicos.

Utilizando luz UV365 no se observó fluorescencia alguna, al revelar con ácido sulfúrico en etanol al 50% se observaron zonas grises, gris intenso, gris amarillo, gris rojizo pero cuando la placa es observada en UV365  se aprecian manchas grises y gris oscuras; al revelar con C13 A11% se aprecian fluorescencia amarillas y verdosas que nos indicaría la presencia de compuestos fenólicos tipo flavonoides. (TABLA N°5)
TABLA N°5 Cromatograma de los componentes del extracto acuoso liofilizado de B. orellana

	Comp

N°
	Rf
	Visible
	UV254
	UV365
	H2SO450%

en EtOH
	H2SO4+

UV365
	C13 A1 1% en Et OH
	Metabolito

	1
	0.06
	Pardo tenue
	Celeste tenue
	Azul verdosa
	Gris intenso
	Gris intens
	Sin Fluoresc.
	Indefinido

	2
	0.19
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Azul verdosa tenue
	Gris
	Gris
	Florec amarillo tenue
	Flavonoide

	3
	0.29
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Azul verdosa tenue
	Gris
	Gris
	Fluoresc verde pastel
	Flavonoide

	4
	0.41
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Azul verdosa tenue
	Gris
	Gris
	Fluoresc verde pastel
	Flavonoide

	5
	0.50
	Pardo intenso
	Verde tenue
	Azul verdosa tenue
	Gris amarillo
	Gris intenso
	Sin Fluoresc.
	Indefinido

	6
	0.60
	Pardo amarillo
	Verde tenue
	Azul verdoso intenso
	Gris Amarillo
	Gris intenso
	Fluoresc. Amarillo intenso
	Flavonoide

	7
	0.73
	Pardo amarillo
	Verde tenue
	Azul verdoso intenso
	Gris rojizo
	Gris
	Fluoresc. Verde pastel
	Flavonoide



Del extracto acuoso atomizado:
El extracto atomizado demostró una  alta polaridad; los mejores resultados se obtuvieron con el sistema a Ac OEt: HCOOH: CH3 O en la proporción: 10:1:1:2. (TABLA N°6), en el visible se observaron manchas de color pardo tenue, amarillas y rojizas (Ver Fig. N°1), en UV254 manchas verdes tenues y oscuras (Ver Fig. N°2), mientras que con UV365 verdosas tenues y oscuras, lo que indica la presencia de compuestos fenólicos (Ver Fig. N°3).

Al revelar con ácido sulfúrico en etanol al 50% se observaron zonas ligeramente grises, rojizas, pardo rojizas y pardo – amarillo  (ver Fig. N°4) pero cuando l aplaca es observada en UV365 con ácido sulfúrico se aprecian manchas grises y azúl verdosas, que nos indicaría la presencia de compuestos fenólicos tipo flavonoides (Ver Fig N°6).

TABLA N°5 Cromatograma de los componentes del extracto acuoso atomizado de B. orellana

	Comp

N°
	Rf
	Visible
	UV254
	UV365
	H2SO450%

en EtOH
	H2SO4+

UV365
	C13 A1 1% en Et OH
	Metabolito

	1
	0.15
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Azul verdosa Tenue
	Gris 
	Gris 
	Fluoresc. Verde pastel
	Flavonoide

	2
	0.27
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Azul verdosa tenue
	Gris rojizo
	Gris
	Florec amarillo verdoso
	Flavonoide

	3
	0.37
	Amarillo tenue
	Verde tenue
	Azul verdosa tenue
	Pardo rojizo
	Gris
	Fluoresc verde claro
	Flavonoide

	4
	0.45
	Pardo tenue
	Verde oscuro
	Azul verdosa tenue
	Pardo rojizo
	Gris
	Celeste
	Indefinido

	5
	0.53
	Amarillo intenso
	Verde oscuro 
	Azul verdoso oscuro
	Pardo amarillo tenue
	Azul verdoso
	Fluoresc. Amarilla intensa
	Indefinido

	6
	0.65
	Pardo amarillo
	Verde oscuro 
	Azul verdoso oscuro
	Pardo Amarillo intenso
	Azul verdoso
	Fluoresc. Amarillo verdoso
	Flavonoide

	7
	0.81
	Pardo amarillo
	Verde tenue oscuro
	Azul verdoso 
	Rojizo
	Azul oscuro
	Fluoresc. Verde claro
	Flavonoide



 INSERTAR FIGURAS

Del extracto acuoso de hojas frescas

El extracto acuoso de hojas frescas demostró una alta polaridad; los mejores resultados se obtuvieron con el sistema AcOE: HCOOH: CH3 COOH: H2O en la proporción: 10:1:1:2, en el visible se observaron manchas de color pardo tenue, pardo amarilla; en UV254 manchas pardo-amarillo intenso, verde tenue e intenso, verde-pardusco intenso y pardo tenue, mientras que con UV365 manchas azul, amarillo tenue, celeste y pardo verdusco, lo que indica la presencia de compuestos fenólicos.
Utilizando luz UV365 no se observa fluorescencia alguna, al revelar con ácido sulfúrico en etanol al 50% se observaron zonas grises, gris intenso, gris amarillo y gris rojizo, pero cuando la placa es observada en UV365 se aprecian manchas grises tenues e intensas, gris parduzco y gris azulado; al revelar con C13A1 1% se aprecian fluorescencias amarillas y amarillas pastel, que nos indicaría la presencia de compuestos fenólicos tipo flavonoides. (TABLA N°7)

TABLA N°5 Cromatograma de los componentes del extracto acuoso de hojas frescas de B. orellana

	Comp

N°
	Rf
	Visible
	UV254
	UV365
	H2SO450%

en EtOH
	H2SO4+

UV365
	C13 A1 1% en Et OH
	Metabolito

	1
	0.06
	Pardo tenue
	Pardo amarillo intenso
	Azul
	Gris intenso
	Gris Intenso
	Fluoresc. Azul
	Indefinido

	2
	0.19
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Amarillo tenue
	Gris tenue
	Gris tenue
	Florec amarillo pastel
	Flavonoide

	3
	0.29
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Celeste
	Gris tenue
	Gris tenue
	Fluoresc Amarilla
	Flavonoide

	4
	0.41
	Pardo tenue
	Verde tenue
	Celeste
	Gris tenue
	Gris tenue
	Fluoresc. Celeste
	Indefinido

	5
	0.55
	Amarillo
	Verde parduzco intenso 
	Pardo verduzco
	Gris Intenso
	Gris Intenso
	Fluoresc. Amarillo patel
	Flavonoide

	6
	0.68
	Pardo amarillo
	Verde intenso 
	Pardo verduzco
	Gris parduzco
	Gris parduzco
	Fluoresc. Amarillo
	Flavonoide

	7
	0.77
	Pardo tenue
	Pardo Tenue
	Celeste
	Gris Rojizo
	Azul Grisaceo
	Fluoresc. Amarilla Tenue
	Flavonoide


2.2.3.ESTUDIO BIOLOGICO


2.2.3.1. Actividad antimicrobiana con extracto acuoso liofilizado 

El extracto acuoso liofilizado de la Bixa orellana muestra una marcada actividad frente a bacterias gram positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, no se observó actividad sobre los gérmenes gran negativos: Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli. Fue positivo también para las levaduras: Candida albicans y Candida sp. Estos resultados basados enla zona de inhibición, fueron determinados como el promedio de la medida de diámetro del halo obtenido en cuatro direcciones, de las doce placas incubadas por cada microorganismo, este diámetro se expresó en mm. En la TABLA N°8, se aprecian los diámetros de los halos de inhibición de las bacterias gram positivas y levaduras ensayadas.

En los resultados también se observan en todos los casos que los halos de inhibición son superiores a 10 mm (Fotografía N° 1,2,3 y 4). Se ha comprobado la acción antimicrobiana en 50 y 100mg/mL.

TABLA N°8

Actividad antimicrobiana del extracto liofilizado de Bixa orellana 

	MICROORGANISMOS
	Bixa orellana L.

	
	50mL/mL
	100mg/mL

	Staphylococcus aureus
	10 mm
	20mm

	Staphylococcus epidermis
	11 mm
	23 mm

	Candida albicans
	30 mm
	40 mm

	Candida sp.
	28 mm
	37 mm


INSERTAR FOTOGRAFIA N°1, 2, 3 Y 4
2.2.3.2.
Actividad antimicrobiana con extracto acuoso atomizado
El extracto acuoso atomizado de las hojas de  muestra una marcada actividad frente a la bacteria gram positiva Staphylococcus aureus, también sobre la gram negativas como Klebsiella sp, Pseudomona sp, Escherichia coli, Proteus vulgaris y Enterobacter aerogenes, actuando sobre este último con la dosis más alta (0.3/ml); no se observó actividad para Candida albicans. Estos resultados basados en la evaluación de la  zona de inhibición, fueron determinados como el promedio de la medida de diámetro del halo obtenido en cuatro direcciones, de las doce placas incubadas por cada micoorganismo, este diámetro se expresó en mm.



Los resultados están expresados en la Tabla N°9 y Fotografías del 5-10.
TABLA N°9

Actividad antimicrobiana del extracto atomizado de Bixa orellana
	Microrganismos
	0.1g/mL
	0.2g/mL
	0.3g/mL

	Escherichia coli
	11mm
	18mm
	18mm

	Enterobacter aerogenes
	R
	R
	11mm

	Xlebsiella sp
	17mm
	18mm
	19mm

	Proteus vulgais
	11mm
	13mm
	14mm

	Psedomona sp
	15mm
	17mm
	18mm

	Staphylococcus aureus
	13mm
	15mm
	15mm

	Candida albicans
	R
	R
	R





R:resistente




Insertar fotografías Foto N° 5,6,7,8,9,10
2.2.4. ESTUDIO TOXICOLOGICO

2.2.4.1. Toxicidad aguda según el método clásico (Método Probit’s)
Vía oral

Los ratones albinos hembras cepa Balp-C administrados con el extracto acuoso liofilizado de Bixa orellana L. a las dosis de 17000; 15200; 13400 y 11600 mgkg-1 peroral, mostraron 50% 33.3% y 16.7% de mortalidad y a la dosis 9800 y 8000 mgkg-1, no se observó mortalidad a las 24 horas post-administración respectivamente. La DL50 se aprecia en la TABLA N°10.
TABLA N°10. DL50 vía oral del extracto acuoso liofilizado de
Bixa orellana L.
	Dosis
	Casos
	Positivos
	Positivos%

	17000
	6
	3
	50

	15200
	6
	2
	33.33

	13400
	6
	1
	16.66

	11600
	6
	1
	16.66.

	9800
	6
	0
	0

	8000
	6
	0
	0


RESULTADOS DE LA TABLA N°10

                          Provisional
                           Definitivo
Logaritmo del DL50 ---------------------4.24851-----------------------
4.232768
Error Standard--------------------------------------------------------------
0.0506921
DL50----------------------------             17721.89 ----------------------
17091.0

Regresión y=-20.91451 + 6.099671 x y =27.231 + 7.61464 x

Limite superior 95%-------------------------------------------------------
21484.44

Limite interior 95%--------------------------------------------------------
13596.0


Vía intraperitoneal

Los ratones albinos hembras cepa Balb-C tratados con el extracto acuoso liofilizado de Bixa orellana L. a las dosis 1000 y 760 mgkg-1  mostraron 66.7% de mortalidad, y con dosis 574, 440, 330 y 250 mgkg-1  no se observó mortalidad a las 24 horas post-administración respectivamente. La DL50 se aprecia en la TABLA N°11   

TABLA N°11 DL50 vía intraperitoneal del extracto acuoso liofilizado de Bixa orellana L.
	Dosis
	Casos
	Positivos
	Positivos%

	1000
	6
	4
	66.7

	760
	6
	4
	66.7

	574
	6
	0
	0

	440
	6
	0
	0

	330
	6
	0
	0

	250
	6
	0
	0


RESULTADOS DE LA TABLA N°11

Provisional
Definitivo

Logaritmo del DL50 ----------------------7326.224-------------------------
2.929384
Error Standard--------------------------------------------------------------
0.09328131
DL50----------------------------
             0.0
 -----------------------
849.9326
Regresión y=-20.91451 + 6.099671 x y =27.231 + 7.61464 x

Limite superior 95%-------------------------------------------------------
1294.8839
Limite interior 95%--------------------------------------------------------
557.8958
2.2.4.2. Toxicidad aguda seún elmmeris nde dosis+
Los animales tratados tonel extracto atomizado de Bixa orellana L. a la dosis de 2000 mgkg-1  y 1000 mgkg-1  , mostraron un 100% de mortalidad a las 24 horas post inoculación vía intreperitoneal; al experimentar con dosis menores de  de 500 mgkg-1, se observó un 83.3% de mortalidad; y a 250 mgkg-1  y 50mgkg-1 no hubo mortalidad. La DL50 se precia en la TABLA N°12.
TABLA N°12 DL50, vía intraperitoeneal del extracto atomizado DE Bixa orellana L.

	Dosis
	Casos
	Positivos
	Positivos %

	1000
	6
	6
	100

	500
	6
	5
	83.33

	250
	6
	0
	0

	50
	6
	0
	0


RESULTADOS DE LA TABLA N°12
	
	provisional
	Definitivo

	Logaritmo de DL 50 
	2.591365
	2.607311

	Error Standard
	
	0.04828

	DL 50
	390.27
	404.8657

	Regresión
	Y=18.359+9.014 X
	Y= -22.470+10.535X

	Limite  Superior 95%
	
	503.4503

	Límite inferior 95%
	
	325.5858


Los análisis bioquímicos y hematológicos, como la variación del peso corporal se muestra en las TABLAS 13 – 20
La TABLA 13 indica un aumento no significativo de glucosa en un nivel p<0.05 en ratones albinos hembras  50 mgkg-1, por el contrario en los ratones albinos machos a la dosis de 250 mgkg-1,   se observa una disminución no significativa.

Con respecto a los niveles de Colesterol la TABLA 14 indica que no existen diferencias significativas en los estados basal y final en los ratones albinos hembras a la dosis de 250 mgkg-1,   en cambio a  50 mgkg-1 se observa una disminución menos significativa, contrariamente en los ratones albinos machos el decremento si es estadísticamente significativo para  ambas dosis.

En la TABLA 15, se observa un incremento so significativo (p<0,05) en los niveles de Triglicéridos en todos los casos. 
Para los niveles de Creatinina en la TABLA 16, se observa que existe una disminución significativa (p<0,05) en los ratones albinos hembras tratadas con dosis de 250 mgkg-1, a diferencia del  grupo con 50 mgkg-1 la disminución es no significativa, similar comportamiento se observa en los ratones albinos machos a dosis de  250 mgkg-1 ; peroel grupo de animales hembras a dosis de  50 mgkg-1, manifiesta un incremento no significativo del nivel de Creatinina.
Los resultados del estudio hematológico para los animales tratados por vía intraperitoneal indican que existen para los niveles de Hematocrito en la TABLA 17, disminuciones significativas (p<0,05) para todos los casos.

Para los niveles de Linfocitos según la TABLA 18 se observa un aumento significativo (p<0,05) solo para los ratones albinos hembras en ambas dosis; contrariamente no sucede esto en los ratones albinos machos que manifiestan una disminución significativa del nivel de Linfocitos en ambas dosis.

En lo que respecta al nivel de Segmentados se observa e la TABLA 19, una disminución significativa (p<0,05) para el caso de la dosis de 250 mgkg-1 , e los ratones albinos de ambos sexos, sin embargo ala dosis de 50 mgkg-1, e los ratones albinos hembras hay una disminución significativa del nivel de Segmentados.
Asimismo los resultados del peso corporal entre los estados basal y final para los ratones albinos en ambos casos; a excepción del grupo de hembras del grupo con 250 mgkg-1 indica la TABLA 20 un aumento significativo (p<0,05).

TABLA N°13. niveles de glucosa en ratones albino a dosis

de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1

	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probabilidad
	Significancia

	Basal ♂
	133,11
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	129.83
	Basal vs final
	0,064
	0,8058
	N.S.

	Basal ♀
	103,57
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	118.66
	Basal vs final
	3.420
	0,0942
	N.S.

	Basal ♂
	133.11
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	139.16
	Basal vs final
	0.343
	0.5711
	N.S.

	Basal ♀
	103.57
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	113.50
	Basal vs final
	0.821
	0.3862
	N.S.


TABLA N°14. niveles de colesterol  en ratones albino a dosis

de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1

	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probalidad
	Significancia

	Basal ♂
	101,5
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	93.67
	Basal vs final
	5.240
	0.0451
	S.

	Basal ♀
	95,2
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	95.0
	Basal vs final
	0,003423
	0,9715
	N.S.

	Basal ♂
	101.5
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	84.16
	Basal vs final
	8.610
	0.0149
	S.

	Basal ♀
	95.2
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	91.0
	Basal vs final
	0.398
	0.540
	N.S.


TABLA N°15. niveles de triglicéridos en ratones albinos a dosis    
de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1

	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probabilidad
	Significancia

	Basal ♂
	164,5
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	177.66
	Basal vs final
	1.643
	0.2288
	N.S.

	Basal ♀
	147,1
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	196.5
	Basal vs final
	2.611
	0.1372
	N.S.

	Basal ♂
	164.5
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	196.0
	Basal vs final
	1.113
	03163
	N.S.

	Basal ♀
	147.1
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	189.66
	Basal vs final
	3.643
	0.0854
	N.S.


.
TABLA N°16. niveles de Creatinina  en ratones albinos a dosis
de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1

	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probabilidad
	Significancia

	Basal ♂
	164,5
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	177.66
	Basal vs final
	1.643
	0.2288
	N.S.

	Basal ♀
	147,1
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	196.5
	Basal vs final
	2.611
	0.1372
	N.S.

	Basal ♂
	164.5
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	196.0
	Basal vs final
	1.113
	03163
	N.S.

	Basal ♀
	147.1
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	189.66
	Basal vs final
	3.643
	0.0854
	N.S.


TABLA N°17. niveles de Hematocrito  en ratones albinos a dosis
de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1

	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probabilidad
	Significancia

	Basal ♂
	55,67
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	50.5
	Basal vs final
	9.379
	0,0120
	S.

	Basal ♀
	57,67
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	46.8
	Basal vs final
	59.475
	0,00001621
	S.

	Basal ♂
	55.67
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	51.48
	Basal vs final
	11.43
	0.006994
	S.

	Basal ♀
	57.67
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	50.23
	Basal vs final
	23.96
	0.0006275
	S.


TABLA N°18. Niveles de Linfocito  en ratones albinos a dosis
de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1

	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probabilidad
	Significancia

	Basal ♂
	78,83
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	72.33
	Basal vs final
	15.96
	0,002538
	S.

	Basal ♀
	60,16
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	79.5
	Basal vs final
	112.75
	0,000000913
	S.

	Basal ♂
	78.83
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	72.33
	Basal vs final
	5.291
	0.0442
	S.

	Basal ♀
	60.16
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	77.66
	Basal vs final
	36.294
	0.0001279
	S.


TABLA N°19. Niveles de Segmentado  en ratones albinos a dosis
de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1

	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probabilidad
	Significancia

	Basal ♂
	32,83
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	27.33
	Basal vs final
	10.622
	0,008587
	S.

	Basal ♀
	28,67
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	20.0
	Basal vs final
	20.135
	0,001166
	S.

	Basal ♂
	32.83
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	27.33
	Basal vs final
	4.133
	0.0965
	N.S.

	Basal ♀
	28.67
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	22.17
	Basal vs final
	5.594
	0.0396
	S.


TABLA N°20. Peso corporal en ratones albinos a dosis
de 250 mgkg-1 y 50 mgkg-1
	Estado
	Promedio
	Comparación
	F
	Probabilidad
	Significancia

	Basal ♂
	22,6
	Basal 250
	
	
	

	Final ♂
	27,33
	Basal vs final
	31.613
	0,0002207
	S.

	Basal ♀
	23.0
	Basal 250
	
	
	

	Final ♀
	25.83
	Basal vs final
	3.715
	0,0828
	N.S.

	Basal ♂
	22.16
	Basal 50
	
	
	

	Final ♂
	27.5
	Basal vs final
	23.486
	0.0006751
	S.

	Basal ♀
	21.5
	Basal 50
	
	
	

	Final ♀
	25.5
	Basal vs final
	22.857
	0.0007447
	S.


22.4.3. Genotoxicidad en células germinales

En cuanto al peso de testículos y epidídimo no se observó alteración alguna. (Ver TABLA N°21)

De acuerdo a los resultados, podemos manifestar que el extracto atomizado  de Bixa orellana L. (2000 y 100050 mgkg-1/5 día/pc p.o.) no produjo cambios estadísticamente significativos en el porcentaje de espermatozoides normales y anormales respectivamente  (VER TABLA N°22)
En lo que respecta al tipo de anomalías no se manifestó cambios estadísticamente significativos. Se aprecia que tanto en los animales tratados con Bixa orellana L. (2000 y 1000 mgkg-1/5 día/pc p.o.) como en el control espontáneo y control positivo existe predominio de la forma amorfa, principalmente en el control positivo (41.3±5.18) (Ver TABLA N°23).

TABLA N°21
Peso de Testículos en ratones tratados con Bixa orellana L.
	Tratamiento
	P.Testículos ± DS
	P.Epididimo ± DS

	B.o. 1000 mgkg-1
	0.19 ± 0.03
	0.04 ± 0.00

	B.o. 2000 mgkg-1
	0.23 ± 0.03
	0.05 ± 0.00

	C.Espontáneo
	0.21 ± 0.02
	0.06 ± 0.01

	Ciclofosfamida
	0.24 ± 0.04
	0.05 ± 0.01


TABLA N°22
Total de Espermatozoides Normales y Anormales en animales tratados con Bixa orellana
	Tratamiento
	Total Normales
	Total Anormales

	B.o. 1000 mgkg-1
	78.5 ± 4.08
	21.4 ± 4.08

	B.o. 1000 vs C.E.*
	0.0430
	0.0430

	B.o. 2000 mgkg-1
	78.7 ± 3.48
	21.2 ± 3.48

	B.o. 2000 vs C.E.*
	0.0356
	0.0356

	C.Espontáneo
	82.5 ± 3.08
	17.4 ±3.08

	Ciclofosfamida
	58.1 ± 5.29
	41.8±5.29




* Control Espontáneo 
TABLA N°23
Total de Espermatozoides Normales y Anormales en animales tratados con Bixa orellana
	Tratamiento
	Total Normales
	Total Anormales

	B.o. 1000 mgkg-1
	78.5 ± 4.08
	20.4 ± 3.89

	B.o. 1000 vs C.E.*
	0.0430
	0.0494

	B.o. 2000 mgkg-1
	78.7 ± 3.48
	20.2 ± 3.40

	B.o. 2000 vs C.E.*
	0.0356
	0.0380

	C.Espontáneo
	82.5 ± 3.08
	16.5 ± 3.02

	Ciclofosfamida
	58.1 ± 5.29
	41.3 ± 5.18



* Control Espontáneo
2.2.5. ESTUDIO FARMACOLOGICO

a. Evaluación de la actividad térmica

Los resultados en la determinación del efecto térmico del extracto atomizado de Bixa orellana mediante el método de Nicolle, representa en la TABLA N°24.

TABLA N°24.- Efecto de Bixa orellana sobre la temperatura corporal en Ratas albinas administradas con levadura de cerveza

	Tratamiento
	0´
	15´
	30´
	45´
	60´
	75´

	BN
	37.728±0.124
	
	
	
	
	

	100MGKG-1
	37.5±0.139
	38.0±0.081
	38.0±0.113
	37.757±0.17
	38.01±0.06
	37.657±0.109

	100MGKG-1
	37.657±0.155
	37.357±0.108
	37.1±0.117
	37.157±0.161
	37.15±0.157
	36.75±0.144**

	Sol salina
	37.257±0.113
	38.1±0.134**
	38.01±0.171*
	38.2±0.106***
	38.3±0.138***
	37.957±0.121


Cada valor representa el x± SEM de 7 ratas albinas expresados en grados centigrados (°C)
Diferencia significativa de la pre-evaluación:*p<0.05;**p<0.01;***p<0.001

BN, Basal Normal

100mgkg-1 extracto acuoso atomizado de Bixa orellana en la dosis de 100mgkg-1
200mgkg-1, paracetamol en la dosis de 200mgkg-1
Sol. Sal., solución salina al 0.9%

b. Evaluación del efecto analgésico mediante el método de contorsiones abdominales inducidos por ácido acético.
La actividad analgésica por el método “Contorsiones abdominales”, en ratones albinos machos evidenció un comportamiento diferente entre los resultados obtenidos con la administración de atomizado de Bixa orellana a la dosis de 500mgkg-1 e indometacina a partir de los 10 hasta los 20 minutos. El comportamiento entre dosis de 100 y 500mgkg-1 de atomizado de Bixa orellana e indometacina fue similar a partir de los 25 minutos post administración del agente algésico. El número acumulado de contorsiones abdominales manifestado por ratones albinos machos durante 30 minutos, sometidos a tratamientos con solución salina, extractoacuoso atomizado de  Bixa orellana (100, 500mgkg-1;p.o) e Indometacina (10mgkg-1) se expresan en los gráficos del 1-4; los gráficos del 5–10  muestran las comparaciones de las contorsiones abdominales de los diversos tratamientos cada 5 min durante 30 minutos.
Barras estadísticas
Gráfico N° 1,2,3,4
El comportamiento de Bixa orellana a la dosis de 500mgkg-1; manifestó disminución altamente significativa del número de contorsiones respecto a solución salina (p<0.001), y significativo respecto a indometacina (p<0.05). Gráfico N|5

Gráfico N° 5

El comportamiento respecto al número de contorsiones abdominales de Bixa a la dosis de 500mgkg-1 fue diferente a Bixa orellana 100mgkg-1; e indometacina a los 10 minutos; altamente significativa del número de contorsiones respecto a solución saliuna (p<0.001), y significativo (p<0.01) respecto a indometacina.

      Gráfico N° 6

El número de contorsiones abdominales manifestado por el grupo tratado con atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100 y  500mgkg-1 fue diferente a indometacina a los 15 minutos; a la dosis de 100 y  500mgkg-1 manifestó disminución altamente significativa del número de contorsiones frente a solución salina e indometacina (p<0.001). 

      Gráfico N° 7

El número de contorsiones abdominales manifestado por el grupo tratado con atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100 y  500mgkg-1 fue diferente al grupo tratado con indometacina a los 20 minutos; a la dosis de 100 y  500mgkg-1 manifestó disminución altamente significativa del número de contorsiones respecto a solución salina e indometacina (p<0.001)


Gráfico N° 8

El número de contorsiones abdominales manifestado por el grupo tratado con atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100 y  500mgkg-1  fue similar a indometacina a los 25 minutos, a la dosis de 100 y  500mgkg-1   manifestó disminución altamente significativa del número de contorsiones respecto a solución salina (p<0.001) y no signifiativa respecto a indometacina (p>0.05). 



Gráfico N° 9

El número de contorsiones abdominales manifestado por tratamiento con atomizado de Bixa orellana a la dosis de  100 y  500mgkg-1  fue similar a indometacinaa los 30 minutos; a la dosis de 100 y  500mgkg-1 manifestó disminución altamente significativa  del número de contorsiones respecto a solución salina (p>0.01) y no significativa respecto a indometacina (p>0.05).

Grafico 10

La actividad analgésica por el método “Contorsiones abdominales” en ratones albinos hembras, evidenció un comportamiento similar en los resultados luego de la administración de atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100 y 500mgkg-1   e indoemtacina a partir de los 5 minutos hasta los 30 minutos. El número de contorsiones abdominales manifestado con respecto de la solución salina disminuyó significativamente. El acumulado de contorsiones abdominales manifestado por ratones albinos hembras durante 30 minutos, sometidos a tratamientos con solución salina, extracto atomizado de Bixa orellana (100, 500mgkg-1  p.o), e Indometacina (10mgkg-1 ) se expresan en los gráficos 11, 12, 13 y 14. Los gráficos del 15 al 20 expresan las comparaciones de las contorsiones abdominales entre los diversos tratamientos cada 5 minutos durante 30 minutos. 



Gráfico N° 11,12,13,14
El número de contorsiones abdominales del grupo sometido a tratamiento con Bixa orellana a la dosis de 500mgkg-1 fue diferente al de   100mgkg-1 e indometacina en los primeros 5 minutos; a la dosis de 500mgkg-1 manifestó disminución altamente significativa del número de contorsiones respecto a solución salina (p<0.001), y significativo respecto a indometacina (p<0.05). Gráfico N° 15


Gráfico N° 15

El número de contorsiones abdominales del grupo sometido a tratamiento con atomizado de Bixa orellana a la dosis de 500mgkg-1 fue diferente al de 100mgkg-1 y similar a indometacina a los 10 minutos, a la dosis de 500mgkg-1 manifestó disminución altamente significativa del número de contorsiones respecto a solución salina (p<0.001), y no significativo respecto a indometacina (p>0.005). Gráfico N° 16


Gráfico N° 16
El número de contorsiones abdominales del grupo sometido a tratamientos  con atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100 y 500mgkg-1 fue similar a indometacina a los 15 minutos; a la dosis de 100 y 500mgkg-1 manifestó disminución significativa del número de contorsiones respecto a la solución salina (p<0.001) y no significativa frente a indometacina (p>0.05). Gráfico N°17

Grafico N°17 
El número de contorsiones abdominales manifestado por el grupo tratado con atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100mgkg-1 fue diferente a indometacina y similar a la dosis de 500mgkg-1 a los 20 minutos, a la dosis de 100 y 500mgkg-1 manifestó disminución altamente significativa del número de contosiones respecto a solución salina. La diferencia del número de contorsiones entre indometacina y Bixa 100mgkg-1 fue significativa (p>0.001), pero no para el caso de Bixa  500mgkg-1(p>0.05). Gráfico N°18.
Grafico N°18
El número de contorsiones abdominales en el grupo tratado con atomizado de Bixa orellana a la dosis de   500mgkg-1 fue similar a indometacina a los 25 minutos, a la dosis de 100 y 500mgkg-1 disminución significativa del número de contorsiones frente a solución salina (p<0.001). Respecto a indometacina el tratamiento con Bixa 500mgkg-1  la disminución de las contorsiones no fue significativa (p>0.05). Gráfico N°19
Grafico N°19

El número de contorsiones abdominales manifestado por el grupo tratado con atomizado de Bixa a la dosis de 100 y 500mgkg-1 fue similar a indometacina a los 30 minutos; y la disminución del número de contorsiones fue altamente significativa respecto a solución salina (p<0.001) y no significativa respecto a indometacina (p>0.05) Gráfico N°20.

c. Evaluación de la inflamación mediante el método agudo

La inyección subcutánea de indometacina en el grupo control negativo no manifiesta ulceraciones sobre el lado mesenterico del intestino, puntos de sangrado petequiales, algunos módulos blancos y dilatación significativa del intestino medio; mientras  que el grupo que recibió extracto atomizado de Bixa durante 5 días no presentan nodulos blancos ni úlceras gastrointestinales, se manifiesta ligera dilatación del intestino, petequias e hiperemia en algunos casos. Os animales sometidos al tratamiento experimentaron disminución de peso sorporalk (p>0.05), e incremento de la excreción urinaria.
d. Método de inflamación intestinal crónico

El tratamiento con 5 días con atomizado con Bixa orellana a la dosis de 500mgkg-1 en ratas albinas de ambos sexos, manifestaron presencia de nódulos blancos en el lado seroso del intestino en el 40% de los animales, dilatación (60%), adherencia (80%) e hiperemia (60%). No se evidenció presencia de úlceras en el lado mesenterico del intestino, pero su puntos de sangrado petequial. Los mayores efectos se observaron en ratas albinas hembras.

e. Actividad sobre el tránsito intestinal

La actividad de tránsito intestinal en ratones albinos de ambos sexos, utilizando carbón  activado como marcador, evidenció un comportamiento diferente entre los resultados obtenidos con administración de atomizado de Bixa  a la dosis de 500mgkg-1  y atropina frente al tratamiento con solución salina. La longitud de recorrido del carbón activado en el intestino delgado de ratones albinos hembras y machos, sometidos a los diferentes tratamientos, se expresan en los gráficos 21 y 22. Los gráficos del 23 al 30 reportan las regiones y longitud del intestino frente al recorrido del carbón activado.

En los resultados del gráfico 21, se observa que el extracto atomizado de hojas Bixa orellana administrado a la dosis de   500mgkg-1 a ratones albinos hembras manifestó reducción significativa del tránsito intestina con respecto a la solución salina (p<0.001), al compartimiento con el grupo tratado con atropina dicha diferencia no fue significativa (p>0.05).
Grafico n°21
Los resultados del gráfico 22, expresan que el extracto atomizado de hojas de Bixa orellana administrado a la dosis de 100 y 500mgkg-1 en ratones albinos hembras manifestó reducción significativa del tránsito intestinal con respecto a la solución salina (p<0.001), y al compararlo con el grupo tratado con atropina dicha diferencia no fue significativa (p>0.05)

Grafico N°22
En los gráficos 23-24 (tratamiento con Bixa 500mgkg-1), se aprecia que a medida que se incrementa el peso y la longitud del intestino delgado de los ratones machos, disminuye el recorrido de tránsito intestinal del carbón activado;  asimismo de los gráficos se deduce que por cada gramo y cm incrementado, el tránsito intestinal del carbón se reduce en 2 y 0.9 mm; además se establece que el 4.5% y 0.9% del desplazamiento del carbón se debe al peso animal y longitud del intestino.
Grafico N°23, 24
En los gráficos 25-26 (tratamiento con Bixa 500mgkg-1), se aprecia que a medida que se incrementa el peso de los ratones hembras, disminuye el recorrido de tránsito intestinal del carbón activado; pero el aumento de la longitud del intestino manifiesta incremento del tránsito intestinal en el carbón activado; asimismo de los gráficos se deduce que por cada gramo de peso incrementado, el tránsito intestinal del carbón se reduce en 4 mm y por cada cm de intestino incrementado en el tránsito intestinal se incrementa 6 mm. Además de los resultados se establece que el 4.8% y 6% del desplazamiento del carbón activado se debe al peso del animal y longitud del intestino.
Gráfico 25-26

En los gráficos 27-28 (tratamiento con Bixa 100mgkg-1), se aprecia que a medida que se incrementa el peso y la longitud del intestino delgado de los ratones hembras, se incrementa el recorrido de tránsito intestinal del carbón activado; asimismo del gráfico se deduce que pos cada gramo y cm incrementado, el tránsito intestinal del carbón activado se incrementa en 4 y 9 mm. Los resultados obtenidos establecen que el 17.4% y 80% del desplazamiento del carbón se debe al peso del animal y longitud del intestino delgado.

Gráfico 27-28
En los gráficos 29-30 (tratamiento con Bixa 100mgkg-1), se aprecia que a medida que se incrementa el peso de los ratones machos, disminuye el recorrido del tránsito intestinal del carbón activado.El incremento de la longitud del intestino delgado, aumenta el tránsito intestinal; de los resultados s deduce que por cada gramo y cm incrementado, el tránsito intestinal del carbón se reduce en 3.4 y aumenta 0.07 mm. Asimismo de los desplazamientos del carbón se debe al peso del animal y  longitud del intestino.
Gráfico 29-30

f. Actividad y performance motora

La actividad y performance motora por el test de chimenea en ratones machos evidenció comportamiento diferente en los resultados obtenidos durante el tratamiento con atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100, 500 mgkg-1 y Diazepan administrado a la dosis de 1mgkg-1. Los tiempos de retroceso manifestado por los ratones albinos de ambos sexos, sometidos a tratamiento con solución salina, extracto atomizado de Bixa orellana y Diazepan, se expresan en los gráficos 31 al 34.
Gráfico 31,32,33,34

2.2.6. ESTUDIO AGROTECNICO

2.2.6.1 Condiciones climáticas y de suelo
a. Clima
Es una especie que prospera desde los 0 a 1600 m.s.n.m, sin embargo desarrolla mejor entre los 0 a 800 m.s.n.m.36,37 
La temperatura óptima está entre 20 y 26°C; pero las altas temperaturas favorecen el crecimiento vegetativo, en desarrollo del sistema radicular y la aparición de las yemas florales.38-40 Este hecho nos permite deducir que bajo nuestras condiciones (Iquitos) se puede obtener un mayor volumen de follaje.

La precipitación media anual más favorable oscila entre 1500 a 2000 mm con una buena distribución mensual.

b. Suelos

Prospera en suelos profundos, textura media, de buena porosidad y drenaje, por lo menos de mediana fertilidad, cuyo pH puede variar de 5 a 7.5.; si se cultiva en suelos de baja fertilidad se deberá considerar abonamientos y fertilizaciones.38

2.2.6.2. Propagación
a. Sexual

Se obtuvo por semilla botánica, encontrándose un porcentaje de germinación en el orden del 85%.

b. Asexual 
Se obtuvo por estacas con un bajo porcentaje de enraizamiento (50%) y por injerto de parche y escudete.

2.2.6.3.
Identificación de plagas y enfermedades
Según la metodología establecida se llegó a identificar las siguientes enfermedades: “Mancha necrótica de hojas” (Phyllosticta bixae), “Oidiosis” (Oidium sp), “Necrosis de frutos o cápsulas” (Cephalosporium sp); “Enrojecimiento interneval de hojas” (deficiencia de magnesio) y “Paloteo de ramas” (deficiencia de nitrógeno). En cuanto a plagas se ha identificado al “Trips de banda roja” causando el plateado de hojas y Xylosandrus compactus causando el barrenado de ramas jóvenes.
2.2.6.3. Fenología

Las observaciones desde e laño 1999, se puede apreciar en la TABLA N°25.

TABLA N° 25.- Fenofases de Bixa orellana L. Jardín 

	E
	F
	M
	A
	M
	J
	J
	A
	S
	O
	N
	D

	Fl
	Fl.Fr
	Fr.Co
	Co


	Co
	-

-

Br
	-

-

FL-Br
	-

-

FL-Br
	-

-

FL.Fr


	Br

-

Fr.Co


	Br

-

Co
	FL-Br

-

Co


Donde:
FL = Floración

Br = Brotamiento


Fr = Fructificación


Co = Cosecha

Se ha logrado establecer para plantas del Jardín BOTÁNICO- IMET, dos campañas de producción de frutos anuales, de Octubre a Diciembre, Marzo a Marzo. Asimismo se ve claramente la  superposición de los estados fenológicos posiblemente por las condiciones climáticas casi uniforme durante todo el año. Este comportamiento nos permite entender las exigencias nutricionales de este cultivo.
2.2.6.4. Evaluación de otras variables 

a) Caracterización de Agrotipos

TABLA N°26. Caracterización de 5 agrotipos en el Jardín Botánico 




IMET – ESSALUD

	Agrotipo
	Color  de Flor
	Fruto

	
	
	Color
	Forma
	Pubescencia

	A
	Blanco
	Verde
	Redonda
	Abundante

	B
	Blaco
	Verde amarillento
	Cónica
	Regular

	C
	Rosado
	Rojo pálido
	Ovoide con valvas achatadas
	Regular

	D
	Rosado
	Verde con pubescencia roja
	Cónica
	Regular

	E
	Blanco
	Verde
	Cónica
	Regular


b) Altura de plantas
Se efectuó la evaluación a partir de los 8 meses de transplante, luego cada 2 meses, hasta los 16 meses.

En la TABLA N°27, podemos apreciar que el agrotipo D, alcanzó en la quinta evaluación en mayor tamaño con 3.81 metros, seguido por los agrotipos A, C, B, E, con 2.89, 2.85, 2.53 y 2.47 respectivamente.

TABLA N°27.- Altura promedio (metros) de plantas de Bixa orellana

	Agrotipo
	1era Eval. (8 meses)
	2da. Eval. (10 meses)
	3era. Eval. (12 mese)
	4ta. Eval. (14 meses)
	5ta. Eval (16 meses)

	A
	1.13
	1.536
	2.49
	2.60
	2.89

	B
	1.75
	2.03
	2.57
	2.45
	2.53

	C
	1.56
	1.94
	2.41
	2.64
	2.85

	D
	1.57
	1.42
	2.13
	3.06
	3.81

	E
	1.07
	1.54
	2.07
	2.32
	2.47


c) Número de hojas
De los 8 a los 16 meses del trasplante se obtuvieron los resultados que se expresan en la TABLA N°28. A los 16 meses el agrotipo D alcanzó el mayor número promedio de hojas, seguido del agrotipo E, C, A, y B.

TABLA N°28.- Número promedio de hojas por agrotipo

	Agrotipo
	1era Eval. (8 meses)
	2da. Eval. (10 meses)
	3era. Eval. (12 mese)
	4ta. Eval. (14 meses)
	5ta. Eval (16 meses)

	A
	104.33
	238.83
	470.50
	737.50
	1899.33

	B
	191.50
	407.50
	400.00
	540.00
	1254.50

	C
	247.86
	322.14
	527.71
	644.43
	201.57

	D
	307.00
	350.00
	384.00
	2560.00
	5296.00

	E
	299.00
	429.33
	396.00
	543.00
	2329.33


d) Número de inflorescencia y frutos formaos a los 14 y 16 meses del trasplante.
Alos 14 meses del trasplante, se evaluó el número de inflorescencia formadas, siendo el agrotipo D, el que alcanzó el mayor número o promedio de inflorescencia (94), y el mayor número promedio de frutos formados (371), siendo por lo tanto planta precoses.
A los 16 meses la tendencia es similar, formando 117 inflorescencia con un total de 752 frutos cuajuados. El ecotipo E por su parte formó 25.67 inflorescencias y 127.67 frutos cuajados. Los ecotipos A, B y C alcanzaron valores menores (TABALA N°29).
                        TABLA N°29.- Número inflorescencias y frutos formados (X)

	Agrotipo
	4ta. Evaluación (14 meses)
	5ta. Evaluación (16 meses)

	
	N°Inflorescencias formadas
	N° frutos cuajados
	N° Inflorescencias formadas
	N° frutos cuajados

	A
	8.00
	57.17
	9.83
	89.83

	B
	6  6.00
	0.00
	6.50
	28.00

	C
	10.29
	26.71
	6.86
	23.71

	D
	94.00
	371.00
	117.00
	752.00

	E
	25.33
	57.00
	25.67
	127.67


e) Peso fresco y seco de hojas del Agrotipo D y Rendimiento
Teniendo en cuenta los parámetros anteriormente evaluados como altura de plantas, número de hojas, número de inflorescencias y frutos formados, se seleccionaron al azar dos plantas del agrotipo D para evaluar tanto el peso fresco como seco a los 20 meses del transplante, encontrándose los resultados indicados en la TABAL N°30.
TABLA N°30.- Peso fresco y seco de hoja/planta del Agrotipo D y Rendimiento

	Peso fresco promedio/hoja (g)
	Agrotipo D1
	Agrotipo D2

	
	2.5
	2.6

	Peso seco/hoja(g)
	1.02 (40.8%)
	1.08 (41.5%)

	N° total de hojas/planta
	7828
	11.789

	Peso fresco total/planta
	19,570.0 (g) 19.57 (kg)
	30,652.7 (g) 30.65(kg)

	Peso seco total/planta
	7,984.56 (g) 7.98 (kg)
	12,732.66 (g) 12.73 (kg)

	Rendimiento peso fresco (kg/Ha) (*)
	9,785 kg/Ha
	15,325

	Rendimiento peso seco (kg/Ha) (*)
	3,990.0 kg/Ha
	6,365


(*) Densidad 500 pl/Ha.
Las dos plantas de este agrotipo no muestran grandes diferencias con respecto al peso fresco y seco/hoja, mostrando el agrotipo D2 un mayor número de hojas que el D1 con diferencia de 3961 hojas. Esta característica influye, que de igual modo D2 logre alcanzar 30.65 kg de peso fresco y 12.73 kg de peso seco.

f) Perdida de humedad de hojas

TABLA N°31.- Porcentaje de perdida de humedad de hojas bajo dos formas de secado
	
	Hojas secados a la sombra
	Hojas secadas a pleno sol

	
	Lote I
	Lote II
	Lote I
	Lote II

	1
2

3

4

5

6

7

8


	3,500gr
2475

2025

1783

1643

1636

1628

1321
	3,500 gr
1731

1516

1299

1280

1280

1280

1280


	3,500gr
1442

1338

1307

1286

1285

1285

1285
	3,500gr
1932

1713

1330

1236

1232

1232

1232

	% humedad
	62.25
	63.42
	1328
	64.8

	X %humedad
	62.25
	64.04


CAPITULO 3. DISCUSION DE RESULTADOS
3.1. ESTUDIO ETNOBOTANICO Y BOTANICO

3.1.1. Estudio Etnobotánico
La información etnobotánica proveniente de curanderos y herbolarios muestra la prevalencia del uso de las hojas de Achiote como antiinflamatoria, y según revisión bibliográfica tiene una mayor amplitud de uso donde  se emplean además de las hojas de los frutos, específicamente las semillas.

3.1.2. Estudio Taxonómico y Descripción Botánica

La terminología empleada para la categorías taxonómicas de DiVISIÓN, Clase y Sub-clase muestran marcada diferencia para ambos sistemas de clasificación (Engler y Cronquist), manteniéndose invariable en lo que respecta al Orden, Familia, Género y Especie. Según Brako y Zarucchi (1993) la Bixa orellanaL. Presenta solamente una sinonimia reconocida.


Las características morfológicas encontradas en la Bixa orellana L. esta corroborado por Mostacero (1993) respecto a la familia BIXACEAE y por Molar (1983) respecto a la especie, debiendo indicarse que la forma y coloración de los frutos varían dependiendo indicarse que la forma y coloración de los frutos varían dependiendo del  cultivar.

3.1.3. Estudio Micromorfológico de la hoja
Las características macromorfológicas encontradas en la hoja adulta del Achiote esta corroborado por GENTRY (1993), mientras que los puntos rojos que se perciben en el envés tiene concordancia con Maas, et al (1993) en relación a especies de la familia BIXACEAE.
3.1.4. Estudio Micromorfológico de la hoja y del peciolo
Metcalfe y Chalk (1979) mencionada la presencia de tricomas estrellados e hipodermis en especies de la familia BIXACEAE, características no encontradas en las hojas estudiadas de Bixa orellana L, concordando en el tipo de estomas anomocíticos, los que se encuentran abundantes en la superficie abaxial y escasos en la adaxial. En lo referente a la  micromorfología del peciolo, se aprecia una cutícula gruesa y parénquima clorofiliano de 2-3 capas como el encontrado en la lámina.  
3.2. ESTUDIOS FARMACOGNOSTICOS

El tiempo requerido para el secado de las hojas frescas es de 10 ± 1 hora, obteniéndose un rendimiento de 35% el mismo que se encuentra dentro de los valores normales para este órgano. El rendimiento del extracto acuoso atomizado de las hojas de Bixa orellana es aproximadamente 8%, difiriendo menos 27% respecto al rendimiento de hojas frescas.

El extracto acuoso atomizado es soluble en metanol y agua por la naturaleza de los metabolitos extraídos, escasamente soluble en etanol e insoluble en los demás solventes, mientras que el extracto liofilizado es muy soluble en agua y escasamente soluble en metanol y etanol, debido a que tanto el metanol y el agua tienen constante dialéctricas elevadas y son los solventes más polares.


La presencia de flavonoides, fenoles, taninos y principios amargos en la droga seca, extracto acuoso atomizado y liofilizado, coinciden con los reportes de Bonilla (2001), UNMSM (1999) y Kuklinski (2000), además se han encontrado saponinas y glicósidos en el extracto atomizado y alcaloides, triterpenos, esteroides, cumarinas, carotenos y mucílagos en las hojas desecadas.

Mediante ensayos cromatpgráficos se confirmó en el extracto acuoso atomizado y liofilizado de la Bixa orellana la presencia de compuestos fenolicos tipo flavonoides, utilizando como absorbentesilicagel F-60 y como fase movil el sistema AcOEt : HCOOH: CH3 COOH: H2O en la  proporción : 10:1:1:2. de alta polaridad, otros autores14 han encontrado la presencia de flavonoides y un derivado sesquiterpénico, así como 3 flavonas bisulfato aisladas d elas hojas lo cual corroboran nuestros hallazgos.

El rendimiento del extracto acuosos liofilizado de las hojas lo cual corroboran nuestros hallazgos.


El rendimiento del extracto acuoso liofilizado de las hojas de B. orellana es aproximadamente 5.4%, siendo menor respecto al extracto atomizado que tuvo un rendimiento de 8%.

3.3. ESTUDIO BIOLOGICO

3.3.1. Actividad antimicrobiana

Los halos de inhibición mostrado por la Bixa orellanan L. son superiores en todos los casos a 10mm, las plantas más prometedoras son consideradas aquellas cuyos halos de inhibición son superiores a 10mm tal como ocurre con esta especie.

La comprobación de la acción antimicrobiana se deduce por la presencia de fenoles y flavonoides que actúan en forma sinérgica en las síntesis enzimáticas a nivel nuclear y ribosomal, que producen cambios en la estructura de la membrana de los microorganismos.

Los resultados positivos del extracto liofilizado en gram positivos y no en gram negativos, podrían deberse a que la pared celular de lso gram positivos no poseen el complejo lipopolisacárido – proteína que poseen los gram negativos y que los hace estables a los compuestos enzimáticos de las especies vegetales, no obstante el extracto atomizado tuvo actividad tanto para gran + y gran -.
La notable actividad antimicrobiana obtenida con el extracto acuoso de Bixa orellana, esta corroborada por su uso en la medicina tradicional en forma de cocimiento o infusión.

3.4. ESTUDIO TOXICOLOGICO
3.4.1.
Toxicidad aguda según el método clásico (Método Probot’s)

Vía oral

A la dosis máxima administrada de 17000 mgkg-1 del extracto acuoso liofilizado de Bixa orellana L ocurre u 50% de mortalidad en los ratones albinos hembras cepa Balb-C y a la dosis mínima de 8000 mgkg-1 no presentaron mortalidad eb la 24 horas pos-administración.

Vía intraperitoneal
A la dosis 1000mgkg-1 máxima inoculada del extracto acuoso liofilizado de Bixa orellana L. los ratones albinos hembras, mostraron un 66% de mortalidad, y con 250 mgkg-1 no presentaron mortalidad  a las 24 horas post-inoculación.
3.4.2. Toxicidad aguda según el método de dosis límite

Vía intraperitoneal 

Al inocular el extracto atomizado de las hojas de Bixa orellana L. a la dosis de 1000 mgkg-1 se observó un 100% de mortalidad en los aratones albinos de ambos sexos, mientras que a dosis menores de 500, 250 y 50 mgkg-1, se obtuvo una DL50  igual a 404.8657 mgkg-1. 
Los resultados bioquímicos indican un aumento no significativo en un nivel p<0,05 de glucosa sólo en los ratones albinos hembras en ambas dosis inoculadas, de igual modo en los ratones albinos machos a las dosis de 50 mgkg-1; por el contrario en los ratones albinos machos con 250 mgkg-1 se observa una disminución no significativa; con respecto a los niveles de Colesterol indica que no existen diferencias significativa en los estados basal y final en los ratones albinos hembras a la dosis de 250 mgkg-1, en cambio a 50 mgkg-1 , hay una disminución no significativa,   contrariamente en los ratones albinos machos el decremento si es estadísticamente significativo para ambas dosis.
Se observa un incremento no significativo (p<0,05) en los niveles de triglicéridos en los casos, para los niveles de creatinina, existe una disminución significativa (p<0,065) en los ratones albinos hembras tratadas con dosis de 250 mgkg-1,  a diferencia del grupo de 50 mgkg-1 la disminución es no significativa, similar comportamiento se presenta en los  ratones albinos machos a dosis 250 mgkg-1,  pero el grupo de animales hembras a dosis de 50 mgkg-1,  manifiesta un incremento no significativo del nivel de creatinina.

Los resultados del estudio hematológico para los animales tratados por vía intraperitoneal indican que existen para los niveles de Hematocrito, disminuciones significativas (p<0,05) en todos los casos.
Para los niveles de linfocitos hay un aumento significativo (p<0,05) sólo para los ratones albinos hembras en ambas dosis; sucediendo contrariamente en los ratones albinos machos que manifiestan una disminución significativa del nivel de Linfocitos en ambas dosis.

En lo que respecta al nivel se Segmentados se presentó una disminución significativa (p<0,05) parar el caso de la dosi de 250 mgkg-1,  en los ratones albinos de ambos sexos; sin embargo a la dosis de 50 mgkg-1-1 en los ratones albinos hembras hay una disminución significativa. Los resultados del peso corporal entre los estados basal y final para los ratones albinos en ambos casos indica un aumento significativo (p<0,05), a excepción del grupo de hembras del grupo de 250 250 mgkg-1.

3.4.3. Genotoxicidad e células germinales
El extracto atomizado de Bixa orellana L. no demostró elementos de citotoxicidad ni variaciones en el porcentaje de anomalías en la cabeza de espermatozoides, igualmente para el ensayo de inducción de micronúcleos en médela ósea de ratón, con el extracto acuoso liofilizado, no se encontró diferencia significativa, es decir no presentó acción genotóxica.

3.5. ESTUDIO FARMACOLOGICO
3.5.1. Evaluación de la actividad térmica
Los resultados presentados en la TABALA 24 indican  que el atomizado de Bixa mantiene estable los niveles de temperatura corporal con respecto a la temperatura basa, además se observa que entre los valores madios de ambas dosis ensayada no hay diferencia significativa, manteniendo ambos una tendencia a la disminución de la temperatura, en cambio con el grupo placebo los valores medios de temperatura experimentan incremento (p<0.05).

3.5.2. Evaluación del efecto analgésico mediante el método de contorsiones abdominales inducido por ácido acético.

En el modelo analgésico experimental aplicado, los resultados obtenidos con el extracto atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100 y 500  mgkg1,  
Y con indometacina (10 mgkg-1)  fueron diferentes de forma  altamente significativa en relación con el grupo control (p<0.001). De estos resultados podemos inferir que el atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100 mgkg-1 y con  mayor efecto a la dosis de 500 mgkg-1 podrían presentar actividad analgésica de tipo periférico. La acción analgésica puede ser explicado por la presencia de flavonoides en la hoja de esta planta a las cuales se atribuye propiedades analgésica y antiinflamatoria, debido a que inhiben la fosfolipasa A2, la 5 –ciclooxigenasa o la endopéroxido prostaglandina sintetasa, 44 lo que conlleva a la inhibición de la síntesis de prostaglandinas. Tzeng et al (1991), mostraron que diversos flavonoides inhiben la formación de Tromboxanos, la inhibición de agregación plaquetaria también fue reportada por Robbins (1998) y Tomasiak (1992). Las prostaglandinas juegan un papel importante en la génesis de dolor y la inflamación, lo que ha sido demostrado en otros trabajos experimentales.48*50  
3.5.3. Evaluación de la inflamación intestinal mediante el método agudo y crónico

De acuerdo a la evaluación inflamatoria según el método agudo, los resultados expresan que el atomizado de Bixa orellana a la dosis de 100gkg-1 presenta disminución de la inflamación intestinal y que los parámetros en estudio tuvieron una mejoría con validez estadística. Es evidente resaltar que el efecto antiinflamatorio  evidenciado concuerda con los datos reportados por la medicina tradicional. La disminución de la inflamación podría estar asociada a que algunos componentes del atomizado interfieren a que la indometacina induzca la expresión de la molécula intercelular de adhesión ICAM-I. El método crónico a la dosis de 500 mgkg-1 no presentó efecto antiinflamatorio.

3.5.4. Actividad sobre el tránsito intestinal.

Los síndromes fisiopatológicos intestinales fundamenteles corresponden a la constipación y diarrea, implica a la motalidad. La velocidad de tránsito intestinal es uno de los factores que determinan l aintensidad absorción del contenido luminar y regula la biodisponibilidad de fármacos administrados por vía oral. En los estudios realizados con ratones albinos de ambos sexos, el tratamiento con extracto atomizado de Bixa manifestó disminución de la velocidad de tránsito intestinal a las dosis de 100 y 500 mgkg-1 , pero con mayor efectividad durante el tratamiento con la mayor dosis y en la relación con el grupo controles (p<0.001). Este análisis nos orienta a los efectos de constipación durante tratamiento con dosis elevados del extracto.
3.5.5. Actividad y performance motora.

El tono muscular que es un estado de contratación constante, de mecanismos reflejos, y que esta relación con el mantenimiento de la postura, se mantiene esencialmente por el reflejo miotático o de estiramiento, propioceptivo espinal y que nace en el músculo.

Asimismo la postura normal del cuerpo esta regulada  merced a la actividad integrada de un aserie de reflejos, este reflejo es modificado por una serie de mecanismos cuyo fin es mantener y restablecer la postura normal y que se denomina reflejos posturales. En los estudios realzados con ratones albinos de ambos sexos, el tratamiento con extracto atomizado de Bixa manifestó disminución de la actividad y performance motora en ratones  machos a las dosis de 500 mgkg-1 (p<0.01), mientras que en los ratones hembras diho efecto no se evidenció (p<0.05). 
Estudios farmacológicos en animales han demostrado que los extractos de la semilla poseen la capacidad de disminuir la actividad motora-relajante muscular en cobayos.

3.6. ESTUDIO AGROTECNICO
3.6.1. Condiciones climáticas y suelo.

De acuerdo a las revisiones efectuadas 36-38 y observaciones de campo, se puede indicar que nuestro clima tropical con humedades relativas superiores al 80%, temperaturas elevadas y precipitaciones abundantes y bien distribuidos constituyen condiciones apropiadas para el desarrollo de este cultivo.
Asimismo las condiciones edafológicas apropiadas corresponden a suelos húmedos de textura francorenoso a francoarcilloso pero con buen drenaje, PH moderado y buen porcentaje de materia orgánica.

3.6.2. Propagación 

Si bien es cierto que la propagación sexual  (semilla botánica) es la más barata y sencilla; sin embargo presenta una alta variabilidad (tamaño, forma y color de plantas, hojas flores, frutos) por presentar desuniformidad en la maduración de los órganos sexuales (protandria) propiciando una polinización cruzada natural, razón por la cual, para el caso de explotar hojas se debe tener plantas uniformes recurriendo para ello a la propagación por estacas (clonación) ó injerto, obteniendo el material de propagación de plantas selectas.

3.6.3. Identificación de plagas y enfermedades
De acuerdo a las observaciones efectuadas podemos considerar a la “Oidiosis” y la “Mancha necrótica de las hojas” como las enfermedades más importantes por su mayor patogenicidad. Por su parte el “Barrenador de ramas jóvenes” constituye una plaga potencial.

3.6.4. Fenología

Las dos campañas de producción establecidas nos permite obtener añ menos dos cosechas de hojas al año, y de esta manera no agotar las plantas, permitiéndonos mantener su periodo vegetativo normal.

3.6.5. Evaluación de otras variables

a) Caracterización de Agrotipos
De los 5 agrotipos establecidos en el Jardín Botánico IMET-ESSALUD. Se ha encontrado variabilidad tanto en el color de ñla flor; tamaño, forma y pubescencia del fruto, determinándose un aclara diferencia entre los especimenes.

b) Altura de plantas

A los 16 meses de la siembra el Agrotipo D, alcanza el mayor tamaño con 3.81 metros, seguidos por los Agrotipos A,C,B,E con 2.89,2.85, 2.53 y 2.47 metros respectivamente, siendo un carácter ligado a aspectos genéticos.

c) Número de hojas

A los 16 meses de la siembra el Agrotipo D alcanza el mayor número promedio de hojas/planta con 5,296, seguido de los Agrotipos E,C,A y B con 2329.33, 2010.57, 1899.33 y 1254.50 respectivamente, siendo predominante el Agrotipo D en esta variable.
d)
Número de inflorescencias frutos


Evaluando después de 16 meses respecto a la siembra, el Agrotipo D logra formar 117 inflorescencias y un total de 752 frutos, mientras que el Agrotipo E formó 25.67 inflorescencias y 127.67 frutos.

e)
Peso fresco y seco de hojas y rendimiento

Para el caso del Agrotipo D1 y D2 las diferencias se observan en el peso fresco y seco de hojas total/planta, alcanzando el Agrotipo D2 30.65kg y 12.73kg ante un 12.73kg y 7.98 del Agrotipo D1 respectivamente; para el rendimiento de las hojas también el Agrotipo D2 sobresale alcanzando 15,325 y 6, 365 kg de peso fresco y seco respectivamente.
g) Porcentaje de humedad de hojas

El secado ya sea a la sombra ó a pleno sol nos permite obtener resultados similares es decir de 62.83% y 64.04% de perdida de humedad.

CONCLUSIONES

· Bixa orellana L. de la familia BIXACEAE, es una planta arbórea de ramificación policotómica que tradicionalmente se usa como antiinflamatorio vaginal, conjuntival y dérmico, también como anti´pirético, antiemético, antimalárico, hepatotropotector, afrodisiaco, expectorante,  antitusígeno y digestivo.
· La forma y coloración de los frutos varían dependiendo del cultivar, las formas van de hemisféricas a cónicas y el color de rojo a amarillo.

· Las hojas son simples y largamente pecioladas, con estomas anomocíticos tanto en el haz como en el envés, siendo más abundante en este último; el parénquima en empalizada es biestratificado.

· El rendimiento del extracto atomizado de las hojas de B. orellana es aproximadamente el 8% y del extracto liofilizado 5.4%.

· El extracto acuoso atomizado de B. orellana es soluble en metanol, medianamente soluble en agua y escasamente soluble en etanol e insoluble en solventes minos polares, mientras que el liofilizado es muy soluble en agua, escasamente soluble en metanol y etanol e insoluble en solventes menos polares.

· El extracto acuoso atomizado de las hojas B. orellana contiene azúcares reductores saponinas, fenoles y taninos, flavonoides y glicósidos, el liofilizado además contiene principios amargos y astrigentes, en tanto que la droga seca contiene alcaloides triterpenos-esteroides, cumarinas, carotenos, fenoles y taninos, flavonoides, mucilagos, principios amargos y astrigentes. Los flavonoides son los metabolitos representativos de esta especie.

· El extracto acuoso liofilizado de la Bixa orellana L. demostró actividad antimicrobiana in-vitro sobre las bacterias gram + Staphylococus aureus y S. epidermis y las levaduras Candida albicans y  Candida sp.; el extracto atomizado tuvo actividad sobre bacterias gram – Escherichi coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella sp., Proteus vulgaris, Pseudomona  sp y gram + Staphylococcus aureus.
· El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Bixa orellana L. presenta una DL50 por vía oral de 17091.0 mgkg-1 y de 849.93 mgkg-1 por vía intraperitoneal; según la tabla de clasificación de Williams se considera “prácticamente no tóxica” vía oral y “ligeramente tóxica”  vía intraperitoneal.

· El extracto atomizado de las hojas de B. orellana L. presenta una DL50 de 404.8657 mgkg-1 por vía intraperitoneal; según la tabla de clasificación de Williams (1985) se considera “modernamente tóxica”; y no presenta acción genotóxica al no incrementar las anomalías morfológicas de los espermatozoides.
· El extracto atomizado ocasiona un aumento no significativo de los niveles de Glucosa y Triglicéridos, mientras que para el Colesterol no altera los niveles basales de los finales; en el caso de la Creatinina hay una disminución significativa, en lo que respecta al estudio bioquímico; en el estudio Hematológico se aprecia disminución significativa del nivel de Hematocrito, aumentando sin embargo los niveles de Linfocitos, así como también disminuye los niveles de segmentados y finalmente aumenta significativamente el peso corporal de los animales. 
· El extracto atomizado de B. orellana administrado durante 5 días a la dosis de 100 mgkg-1 reduce los niveles de inflamación intestinal en animales de experimentación, con el método agudo, y con el método crónico a la dosis de 500 mgkg-1 no presenta efecto antiinflamatorio.

· El extracto atomizado de B. orellana no presenta efecto hipotermico en animales de experimentación a las dosis de 100 y 200 mgkg-1.

· El extracto atomizado  de hojas de B. orellana administrado por vía oral disminuye la velocidad de tránsito intestinal solo en ratones albinos machos.

· La propagación adecuada para la producción exclusiva de hojas estaría basada en le uso de estacas (clonación) o interjetación, usando estacas o yemas de plantas de buen desarrollo y sobre todo que presenten resistencia a enfermedades como la “Oidiosis” y la plaga “Barrenador de brotes”.

· Se debe programar como máximo dos cosechas de follaje (hojas) por año para no alterar el periodo vegetativo normal.

· El Agrotipo D (flor rosada; fruto verde con regular pubescencia roja y de forma cónica) constituye el Agrotipo aparente, pues alcanza la mayor altura, el mayor número de hojas y aún más el Agrotipo D2 por presentar el mayor rendimiento de peso fresco y seco de hojas (15,325 y 6,365 kg/Ha).

· El porcentaje de perdida de humedad que alcanzan las hojas oscilan entre un 62.83 y 64.04% para un secado en sombra y a pleno sol respectivamente.

· Se presentaron según las fenofases 2 etapas de cosecha de frutos anuales, comprendidos de Octubre – Diciembre y de Marzo – Mayo.
· La existencia de metabolitos de diferente naturaleza con actividad antibiótica sin los riesgos de resistencia que presentan los antibióticos convencionales, genera la búsqueda permanentemente de agentes antimicrobianos en vegetales superiores que se comprueba con los resultados de los ensayos microbiológicos por el método de excavación en placas, que ha permitido comprobar la actividad antimicrobiana de los extractos acuosos de las hojas de Bixa orellana L conocida comúnmente con el nombre de “Achiote”. 
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