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RESUMEN

El objetivo general del presente trabajo consistió en estudiar aspectos pre-clínicos relacionados con la Etnobotánica, Botánica, Farmacognosia, Farmacología, Toxicología y Agrotecnia de la planta medicinal Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry, conocida en la amazonía peruana con el nombre de “Ajo sacha”. Los especimenes estudiados se colectaron del Jardín Botánico IMET-EsSalud, determinándose como especie lianescente con olor a ajos en todas sus partes estructurales, perteneciente a la familia BIGNONIACEAE. En la medicina tradicional las hojas son empleadas como analgésico, antiartrítico, antipirético, entre otros. Macromorfológicamente las hojas son bifolioladas, con pulvino y zarcillo trífido, micromorfológicamente es de tipo hipostomática con estomas acfinocíticos, parénquima en empalizada hasta de 2 capas, presencia de esclereidas y glándulas. Flores hermafroditas lilas, en inflorescencia racemosa. Frutos cápsulas loculicidas bivalvas, semillas aladas. El estudio Farmacognóstico del fitocomplejo de las hojas mostró principalmente alcaloides, flavonoides, saponinas, glicósidos, azúcares reductores, fenoles, taninos, principios amargos y astringentes; el extracto tuvo un pH francamente ácido; el valor de los sólidos totales del extracto acuoso fue 3.478g/100ml. El extracto acuoso liofilizado de la hojas presentó efecto analgésico periférico, inmunoestimulante, antipirético y antiinflamatorio; no mostró signos tóxicos a la dosis de 2000mg/kg-1, ni acción genotóxica y citotóxica, asimismo no tuvo efecto diurético y sobre el tránsito intestinal. La Agrotecnia recomienda la propagación asexual empleando esquejes los que alcanzaron un 90% de enraizamiento; las semillas germinaron en un 68%. Los resultados pre-clínicos constituyen el sustento para iniciar los Estudios Clínicos orientados a resolver problemas específicos de salud.
Palabras claves: Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry, Ajo sacha, hoja, estudio pre-clínico, animales de experimentación, fitocomplejo.
CAPITULO 1.- INTRODUCCION

La Mansoa alliacea conocida vulgarmente como “Ajo sacha” en la amazonía peruana, es una planta lianescente que según información etnobotánica presenta propiedad antirreumática, antiartrítica, analgésica y tónica 1,2. Su distribución en el Perú está circunscrita a los departamentos de Amazonas, Huánuco, Loreto y San Martín de 0 – 500 m.s.n.m.3
El género Mansoa a la que pertenece esta especie, según Gentry (1993) presenta como característica resaltante “olor a ajos”, muestran glándulas en el peciolo y zarcillos trífidos o simples.
Las Bignoniaceas presentan hábito muy variado, cuando son bejucos trepan mediante raíces fijadoras o por zarcillos; las hojas son bifolioladas sin estípulas; las inflorescencias presentan flores vistosas; el fruto es una cápsula loculicida o septicida deshicente, o bien jugoso e indehiscente con semillas comúnmente aladas. La familia es importante por que posee muchas especies madereras5.

Los estudios fitoquímicos del Ajo sacha reportan presencia de alildisulfoxido, alcaloides, allina, allicina, disulfuro propilalilo, estigmasterol, flavonas, sulfuro de dialil, sulfuro de dimetilo, sulfuro de divinilo y dos naftoquinonas citotóxicas: 9 – metoxy α - lapachona y 4 - hidroxy – 9 – metoxi α - lapachona 6.

Los métodos de investigación empleadas en el presente trabajo se han desarrollado en función de los protocolos de los departamentos investigación del IMET – EsSalud, los que han permitido evaluar la actividad antiinflamatoria, inmunoestimulante, analgésica, antipirética, diurética y sobre el tránsito intestinal de la Mansoa alliacea, así como la toxicidad aguda y genotoxicidad, igualmente se realizó los estudios etnobotánico, botánico, farmacognóstico y agrotécnico.

El Instituto de Medicina Tradicional IMET – ESSALUD Iquitos, en su afán de contribuir con la prevención, recuperación y rehabilitación de la salud y calidad de vida de las familias peruanas pone a disposición el presente estudio Pre Clínico multidisciplinario inédito que valida científicamente el uso tradicional de la Mansoa alliacea, así como sirve de punto de partida para la ejecución de proyectos clínicos en sus diferentes fases a partir del fitocomplejo obtenido de la hoja de esta especie.

CAPITULO 2.
MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS 

Los materiales, reactivos y equipos más importantes utilizados en el estudio pre-clínico comprendieron:
2.1.1. Materiales
Formatos de encuestas

Muestra herborizada de Mansoa alliacea. 

Hojas de Mansoa alliacea.
Extracto acuoso liofilizado de la hojas de Mansoa alliacea.

Cromatofolios de sílicagel  60F

Animales de experimentación: ratones y ratas albinas de ambos sexos.
Humus de lombriz

2.1.2 Reactivos
Nitroprusiato de sodio
Ac. Tricloroacético

Rojo de sudan III

Anhídrido acético

Ac. Pícrico

Hexano

Diclorometano

Formaldehído

Solución Giemsa

Ciclofosfamida

Indometacina

Aloxano

Glibenclamida
Agar – Agar

Cloruro férrico

Ninhidrina

α –Naftol

Cloruro de sodio  y potasio

Tripsina

Eosina

Suero bovino

Dextrosa
2.1.3. Equipos 

Estereoscopio
Centrifugadora

Balanza analítica

Cámara de secado

Baño María

Agitador Magnético

Espectrofotómetro

Refrigerador

Microscopio binocular

Cámara fotográfica

Liofilizador

Rotavapor
Deshumedecedor

Cocina eléctrica

Estufa

Cámara de flujo laminar

2.2.   METODOS
2.2.1.     Estudio Etnobotánico y Botánico

2.2.1.1. Estudio Etnobotánico
Se captó información a través de entrevistas personales a curanderos y herbolarios, asimismo se empleó formatos para encuestas donde se consignaron: nombre vulgar de la planta, uso, partes utilizadas, forma de preparación y administración; además se efectuó la revisión bibliográfica correspondiente.

2.2.1.2. Herborización

Fue  colectado en el Jardín Botánico IMET-ESSALUD las diferentes partes estructurales, anotando datos referentes a la especie y fecha de colecta, seguidamente las muestras se prensaron y secaron a 50°C. Una vez secas las muestras fueron montadas sobre cartulina y se etiquetó considerando 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.
2.2.1.3. Estudio Taxonómico y Descripción Botánica

Con la muestra herborizada se determinaron las categorías taxonómicas empleando, claves de identificación y bibliografía especializada, así mismo mediante comparaciones con muestras de herbario. En la descripción botánica se caracterizaron las partes estructurales de la especie en el campo y el laboratorio, utilizando estereoscopio, descriptores morfológicos y escalímetro para las mediciones respectivas.
2.2.1.4.
Estudio Macromorfológico 
Se colectaron las hojas, flores y frutos, luego fueron caracterizadas microscópicamente en el laboratorio empleando descriptores, bibliografía especializada, estereoscopio y escalímetro.
2.2.1.5 Estudio Micromorfológico

Se colectaron las hojas, para proceder a realizar los cortes histológicos a mano       alzada, seguidamente fueron montados los cortes sobre el porta objeto adicionando lactofenol para ser observados bajo microscopio; para la caracterización se empleó descriptores y bibliografía especializada.

2.2.2.             Estudio Farmacognóstico

2.2.2.1.
Características Farmacognósticas de las Hojas 

El material vegetal constituido por hojas frescas de Mansoa alliacea  fue recolectado en horas de la mañana entre los  meses de Agosto y Octubre en el Jardín Botánico del Instituto de Medicina Tradicional de ESSALUD en Iquitos, Departamento de Loreto; luego el material fue sometido a secado en bandejas de porcelana en una cámara  de ± 40  °C. provista de un deshumidificador, para lo cual se utilizaron aproximadamente 26 horas hasta obtener peso constante.

La determinación de las características farmacognósticas de esta droga  se realizaron de acuerdo a las Normas Ramales del Ministerio de Salud Pública de Cuba y Normas Internacionales adoptadas por el IMET-ESSALUD, mediante Protocolos de Trabajo Interno ( PFG-03, PFG-04, PFG-05, PFG-06, PFG-07,  PFG-08,  PFG-09,  PFG-10, PFG-11 y PFG-12).

Para la identificación de la droga se realizó la cromatografía en capa  de silicagel F-60 unidimensional ascendente del extracto diclorometánico de las hojas ( 1g / 5ml).

Se utilizaron 20ul del extracto diclorometánico y 10 ul de Timol al 0.01% (sustancia de referencia) y fue desarrollado por el sistema: Tolueno: AcOEt (70 :30) y revelado con el reactivo Vainillina / Ac. Sulfúrico.7
2.2.2.2. Características Farmacognósticas del Extracto acuoso de las        Hojas

La muestra de ensayo lo constituyó el extracto acuoso de las hojas frescas de Mansoa alliacea, obtenido en el Departamento de Farmacognosia del IMET- ESSALUD.
Las técnicas para caracterizar al extracto se encuentran descritas en los protocolos del Departamento de Farmacognosia del IMET-ESSALUD (PFG03, PFG-14, PFG-15, PFG-16, PFG-17, PFG-18), los cuales fueron adoptadas de la Norma Ramal de Salud Pública N° 312: Medicamentos de origen vegetal; Extractos fluidos y tinturas. Métodos de ensayos del MINSAP de la Habana Cuba8.
2.2.3. Estudio Farmacológico

2.2.3.1. Ensayo de Inmunoestimulación según el método de Delaveau

Se establecieron 4 grupos de 5 animales cada uno: control negativo, control positivo (Isoprinosine 300 mg / kg-1 /5  día /pc i.p.) y  Mansoa alliacea  (100 y 50 mg kg –1 /5 día/pc i.p.), luego de  24 horas se administró 0.5 ml de solución de tinta china al 10 % en suero fisiológico  por vía endovenosa utilizando la vena caudal de la cola; seguidamente se tomó  muestras de sangre venosa (10ul)  a 1,2,3,6 y 24 horas para hemolizar con 1 ml de agua destilada, finalmente se determinó  la captación de tinta china mediante espectroscopia a una longitud de onda de 650nm.9 , para determinar el porcentaje de activación de la respuesta del sistema inmune.
2.2.3.2.
Evaluación de la Actividad Analgésica
Después de treinta minutos de la toma del control basal de resistencia al estimulo térmico doloroso a todos los animales en estudio, se procedió a inocularles por vía intraperitoneal el extracto liofilizado de hojas de Mansoa alliacea a la dosis de 125, 250 y 500mgkg-1; treinta minutos después de la inoculación del extracto y la sustancia de referencia, se comenzó a evaluar el tiempo de resistencia al estimulo térmico – doloroso (52° C) en la cola de los ratones  para determinar la actividad analgésica en base al tiempo de exposición  a dicho estímulo.10,11
Se evaluó en los siguientes tiempos:

· 30 minutos

· 1 hora

· 1.30 horas

2.2.3.3.
Evaluación de la Actividad Antipirética

Se sometieron a los animales a un ayuno de 12 horas, para tomar la temperatura rectal (Temperatura Basal), inmediatamente fueron inoculados con  levadura de cerveza al 15% por vía subcutánea, incubada a 40ºC por 15 minutos. Transcurridas 3 horas, se repitió la medición de la temperatura rectal para separar los animales en grupos homogéneos para someterlos a los diferentes tratamientos. Se administró el Paracetamol (300 mg/kg.) al grupo Control Positivo, el NaCl (0.9%) al grupo Control Negativo por vía oral y el Fitocomplejo de Ajos sacha por vía intraperitoneal a dosis de 100 mg/kg. Posteriormente se realizaron las medidas de la temperatura rectal a las 1, 2, 3 y 4 horas después de administrar las sustancias antes mencionadas.12  Terminado el ensayo, se sacrificaron los animales, teniendo en cuenta las consideraciones éticas de experimentación.10
2.2.3.4. Evaluación de la Actividad sobre el Tránsito Intestinal

Para esta evaluación se utilizaron 24 ratones albinos hembras, privados de alimentos 16 horas antes del experimento, distribuidos aleatoriamente en 4 grupos de 6 animales. 

Al primer grupo  experimental se  administró  Atropina (1 mgKg-1) por vía Intraperitoneal, al segundo y tercer grupo  se  administró el Fitocomplejo de Mansoa alliacea  a  dosis de 100 mgkg-1y 200 mgkg-1   respectivamente  por vía oral y al cuarto grupo (control negativo) se le administró agua destilada.

Transcurrido 30 minutos post – tratamiento se les administró  a todos los animales  por vía oral  el carbón activado al 10 % (0,1 mL/10g de peso) 12,13
Pasados 45 minutos de la administración del carbón activado se sacrificaron los animales por dislocación cervical, teniendo en cuenta los lineamientos éticos establecidos en los estudios de experimentación con animales 10. 

Se extrajo el tubo digestivo desde el cardias hasta la válvula ileocecal para medir la distancia recorrida por el marcador de referencia (carbón activado) desde el píloro hasta el lugar más distal donde llegó la sustancia. Se tomo como el 100 % el largo total del intestino delgado desde el píloro hasta la válvula ileocecal de cada ratón para calcular porcentualmente el avance del carbón activado en cada animal.14
2.2.3.5. Evaluación de la Actividad Diurética

Para medir la cantidad de orina excretada por las ratas albinas se utilizó jaulas de metal individuales, embudos, recipientes de vidrio y probetas. Luego de medir la orina excretada  durante 24 h, se determinó el consumo de agua  diaria por  5 días. Al 6to  día se administró el extracto de Mansoa alliacea vía oral a la dosis de 200mgkg-1 y como control positivo se empleó hidroclorotiazida 50 mgkg-1; por un lapso de 5 días se realizaron las observaciones colectando a la vez la orina excretada diariamente para obtener el volumen final.
Se calculó las medias, las desviaciones estándar para cada animal de experimentación y grupo de trabajo, este procedimiento se aplicó a los grupos controles y experimentales15
2.2.3.6. Evaluación Antiinflamatoria


Método: Edema Plantar

Procedimiento Experimental: Después de someter a un ayuno de 4 horas a los ratones albinos, se procedió a administrar por vía oral el extracto de Mansoa alliacea 125 y 250 mg/kg, al grupo control negativo NaCl (0.9%) y al control positivo Indometacina 10mg/kg.  
Después de una hora se inyectó en la región subplantar de la pata trasera derecha 10ul de formol al 10% y 0.1 ml de NaCl al 0.9% (vehículo) en la pata  contralateral 12, 16,  y a los 60 minutos fueron sacrificados los animales por dislocación cervical. Teniendo en cuenta los principios éticos de experimentación en animales se procedió a cortar las patas traseras de los mismos para ser pesadas.
2.2.4. Estudio Toxicológico

2.2.4.1. Toxicidad aguda (Dosis límite)

Vía Oral : Los animales fueron sometidos a un ayuno de 12 horas; se utilizaron ratones albinos de ambos sexos con una masa corporal comprendida  como sigue: para ♂ ( n =5; w = 35.45 ±2.16 ) y para ♀( n =5; w = 31.7 ± 0.91); los animales fueron mantenidos  a temperatura controlada de 25 ± 2 °C con un ciclo de luz /oscuridad de 12x12 h.
Se formó 2 grupos, 5 animales de cada sexo, los que fueron identificados individualmente para la dosificación exacta de acuerdo a su peso corporal mediante un sistema de marcaje con ácido pícrico.

La sustancia de ensayo estuvo preparada al 10 % en agua para administrar vía oral a una dosis de 2 000 mg/kg en base al extracto liofilizado con un factor de volumen/peso corporal de 0,02mL/g mediante una cánula intragástrica, previamente se  retiró la comida a los animales 18 h antes de la administración. 

Los animales fueron observados durante las primeras 4 y 24 horas respectivamente; luego, diariamente durante un período de 14 días registrando los síntomas tóxicos o mortalidad de los animales; paralelamente se evaluó el peso corporal al inicio, a los 7 días y a los 14 días.

Al término del periodo de evaluación se procedió a la toma de muestra de sangre del plexo venoso retroorbital, para los respectivos controles hematológicos; finalmente se sacrificaron los animales por el método de dislocación cervical, para luego efectuar la necropsia y evaluar el peso de los siguientes órganos: corazón, riñón, pulmón, estómago, hígado, bazo, cerebro; así mismo se realizó el examen macroscópico observando la coloración, textura y tamaño de dichos órganos.10,17-19
2.2.4.2. Genotoxicidad
2.2.4.2.1. Ensayo de Anomalías en la Cabeza de Espermatozoides de Ratón 
Se establecieron 3 grupos de 8 animales cada uno: control  espontáneo (animales no tratados), control positivo (Ciclofosfamida  50mg kg-1 /5 día/pc p.o.), dosis del extracto de Mansoa alliacea 1,000 mgkg-1 /5 días/pcp.o. En todos los casos , el esquema de tratamiento  fue 5 aplicaciones, separadas  24 horas entre sí.

A los 35 días de la primera aplicación, una vez que los espermatocitos primarios de los animales tratados llegaron a espermatozoides maduros en los epidídimos, se procedió al sacrificio por dislocación cervical para determinar el peso de los testículos y los epidídimos,  separando la  porción distal de estos últimos para la preparación de suspensiones de espermatozoides, los que fueron teñidos con Eosina al 1% para realizar  la extensión en 2 láminas por animal. Se contaron 1000 espermatozoides por animal, para la clasificación se siguió el criterio de  Wyrobek y Bruce, basado en cabezas normales, amorfas, bananas y sin gancho.20-22
Para la evaluación estadística, los valores se procesaron mediante análisis de varianza.

2.2.4.2.2. Ensayo de Inducción de Micronúcleos en Médula Osea de Ratón.

Se establecieron 4 grupos de tratamiento: control espontáneo (animales no tratados), control positivo (Ciclofosfamida 40mg kg-1 /5 día/pc i.p.) y Mansoa alliacea (1600 y 800 mg kg-1 día/pc p.o.), cada grupo estuvo compuesto por 10 animales  (5 hembras y 5 machos). La administración del extracto fue consecutiva con intervalos de 24 horas, por vía oral, mientras que el control positivo recibió la Ciclofosfamida por vía intraperitoneal. Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical a las 24 horas de la última administración, para extraer  la medula ósea con suero bovino fetal. La muestra se centrifugó a 3000 rpm por 5 minutos, luego  se realizaron extensiones  sobre láminas que se fijaron con etanol y se tiñeron con Giemsa al 5%. 23
La cuantificación del número de PCE portadores de micronúcleos (mPCE) fue expresada como porcentaje con respecto al total de PCE observados (2000  por  animal).    Para    la     proporción    PCE/NCE como estimador de toxicidad, se cuantificaron los NCE presentes hasta el recuento de 250 PCE.

Para la evaluación estadística los datos fueron normalizados mediante la transformación  (x +1)2 . Los valores transformados se procesaron mediante un análisis de varianza de dos vías, teniendo en cuenta el sexo, dosis e interacciones de ambos con un nivel de significación de p(0.05.
2.2.5. Estudio Agrotécnico

2.2.5.1. Fenología
Se efectuó un seguimiento de plantas de Mansoa alliacea con crecimiento indeterminado (teniendo tutores vivos) y plantas conducidas con tutores en espalderas ubicadas en el Jardín Botánico del IMET-ESSALUD  durante los años 2001-2004, realizando observaciones semanales para luego  definir los diferentes estados fenológicos (fenofases) bajo nuestras condiciones (clima, suelo, etc.).
2.2.5.2. Evaluación Germinativa

Las semillas fueron colectadas de frutos maduros de plantas bajo crecimiento indeterminado (teniendo tutores vivos) procedentes de Jardín Botánico  IMET – ESSALUD, las que luego de secadas fueron sembradas en bandejas de plástico con sustrato de humus de lombriz, para facilitar la germinación  bajo condiciones controladas. El porcentaje de germinación fue evaluado utilizando la siguiente fórmula:

%G= Semillas germinadas x 100

       
   


          Semillas sembradas 

	Clave
	Tratamientos

	T1
	Semillas sin remojar

	T2
	Semillas remojadas por 24 horas

	T3
	Semillas remojadas por 48 horas


   


N° de semillas por tratamiento = 10

Diseño estadístico: Irrestrictamente al azar (DIA) con tres tratamientos y 2 repeticiones.

Se utilizó los intervalos (escala de valores) propuesto por Pinedo (1,989), para la categorización cualitativa de frutales amazónicos no tradicionales:
	%G
	Categorización

	0-20
21-40

41-60

61-80

81-100
	Muy malo
Mal

Regular

Bueno

Muy bueno


2.2.5.3.
Propagación Vegetativa
El material de propagación fue colectado de plantas del Jardín Botánico – IMET, las cuales fueron sembradas en bandejas de plástico con humus de lombriz, y colocados en vivero bajo condiciones de alta humedad relativa, teniendo en cuenta los tratamientos establecidos.

Las variables evaluadas fueron:

· % enraizamiento

· N°  hojas

· Altura de plantas

Tratamientos 

	Clave
	Tratamientos

	T1
	Estaca semileñosa

	T2
	Estaca leñosa

	T3
	Esqueje


N° estacas por tratamiento: 10

Diseño estadístico: Irrestrictamente al azar (DIA) con tres tratamientos y 2 repeticiones.
2.3. RESULTADOS
2.3.1. Estudio Etnobotánico y Botánico

2.3.1.1. Estudio Etnobotánico

Según la información de curanderos y herbolarios, la hoja de Ajo sacha se emplea para el tratamiento del reumatismo, artritis y como analgésico y antipirético. Las referencias bibliográficas indican que presenta actividad antirreumática, analgésica, antijaquecosa, antipirética, antitisígena, tónica, antiartítica y antiepiléptica.1,2,6,25-27
2.3.1.2. Herborización

La muestra herborizada (exsiccata) se encuentra depositada en el Herbarium IMET – EsSalud con el Código BIG-0004 y en el Herbarium San Marcos (USM) con el N° de registro 151529.

2.3.1.3. Estudio Taxonómico y Descripción Botánica
2.3.1.3.1. Identificación Taxonómica
Sistema :  Clasificación Adolph Engler (1954-1964)5
División 
:
Angiospermae



Clase

:
Dicotyledoneae


Sub-clase
:
Archichlamydeae



Orden

:
Tubiflorae



Familia
:
BIGNONIACEAE



Género
:
Mansoa


Especie 
:
Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry.



Sistema : Clasificación Arthur Cronquist (1988)28
División 
:
Magnoliophyta

Clase

:
Magnoliopsida

Sub-clase
:
Asteridae

Orden

:
Scrophulariales

Familia
:
BIGNONIACEAE

Género
:
Mansoa
Especie 
:
Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry.



Sinonimias3 :
· Adenocalymma pachypus (Schum.) Bureau & Schum.
· Anemopaegma pachypus Schum.
· Bignonia alliacea Lam.
· Pseudocalymma alliaceum (Lam.) Sandw.
· Pseudocalymma pachypus (Schum.) Sandw.



Nombres vulgares: Ajo sacha, Boens, Nia boens, Ese eja, Be’oho, Pusanga, Shanske boains (Shipibo conibo), Posatalu (Piro)1,2,6
2.3.1.3.2. Descripción Botánica
Arbusto trepador,  ramitas teretes, presenta zonas glandulares, todas sus  partes estructurales con olor a Ajo o Cebolla. Hojas oblongas, bi-folioladas, con pequeñas pseudoestípulas aplanado-cónica, zarcillo trífido, foliolos elípticos a abovados de 21-37 cm de largo por 12-18 cm de ancho, ápice agudo a obtuso, base cuneada, glabros en ambas caras. Inflorescencia axilar en racimo o panícula. Flor con cáliz cupular, truncado o diminutamente denticulado, pubérulo; corola violeta, tubular-campanulada.  Futo cápsula linear-oblonga, lignificada de 10-49 x 2.5-3.5 cm, superficie lisa, pero microscópicamente papilosa. Semillas aladas de hasta 9.2 x 3cm, con dos alas membranáceas parduzcas y subialina en el borde.
2.3.1.4.
Estudio Macromorfológico

2.3.1.4.1.
Macromorfología de la Hoja

La hoja es bifoliolada; lamina elíptica, de ápice acuminado, base aguda, bordes enteros más o menos ondulados, semi-coriácea, glabra, con algunos puntos; limbo de 21-37 cm de largo por 12-18 cm de ancho, ápice agudo a obtuso, base cuneada; peciolo de hasta 5 cm de largo por 4-5 mm de ancho en la base, con pulvino, nerviación pinnatinervia curva, la nervadura media y secundaria son salientes en el envés, presenta zarcillo trífido. Cuando fresca es de color oscuro poco brillante en el haz y verde más claro brillante en el envés; cuando seca es de color castaño verdoso.

2.3.1.4.2. Macromorfología de la Flor
Flores hermafroditas, tubulares y zigomorfas, arregladas en una inflorescencia racemosa con 11 flores en promedio. Pedúnculo de 26mm de largo, cáliz gamosépalo acampanado de 13x15mm, color verde; corola gamopétala, con 5 pétalos, tubular campanulada, de 7cm de largo, color lila, internamente la parte basal del tubo de color amarillo; androceo dialistémono con 4 estambres adheridos al tubo de la corola, anteras apacifijas; gineceo de 3.5cm de largo, ovario súpero, con estilo y estigma simple. 
2.3.1.4.3. Macromorfología del Fruto

Cápsula loculicida, bivalva, linear-oblonga, lignificada, de 49x3.5cm. Exocarpio liso de color pajizo cuando maduro; semillas aladas sin tejido nutricio, de 9.2 x 3cm, parduzcas, ordenadas en forma sobrepuesta a lo largo del fruto, en promedio 15 por fruto. 
2.3.1.5.
Estudio   Micromorfológico

2.3.1.5.1.
Micromorfología de la Hoja


Sección Paradermal:

Epidermis Adaxial: Presenta células incoloras, irregulares, desuniformes, con paredes sinuosas, no se aprecian estomas.


Epidermis Abaxial: Presenta células incoloras, irregulares, desuniformes, con paredes sinuosas, moderada presencia de estomas actinocíticos.
Sección Transversal:
Hoja hipostomática, bifacial. Epidermis del haz con cutícula gruesa, sin tricomas ni estomas, conformado por células bastante uniformes de paredes anticlinales. Parénquima en empalizada con abundantes cloroplastos, se encuentra dispuesta en 1-2 capas predominando las de una capa presencia de esclereidas y glándulas. Parénquima lagunoso sin coloroplastos, constituido por células redondeadas cuadrangulares, dispuestas con cierto orden en 7-9 capas, presencia de grandes espacios aéreos. El haz conductor es de tipo colateral con el xilema orientado hacia el haz y el floema hacia el envés; el esclerénquima bordea externa e internamente el haz conductor sin llegar a unir la superficie adaxial con la abaxial. Epidermis del envés con cutícula fina, células más alargadas que en el haz con presencia de estomas hundidos.

2.3.2.
Estudio Farmacognóstico

TABLA N°1

Características Farmacognósticas de las hojas de Mansoa alliacea 
	DETERMINACIONES
	CARACTERISTICAS



	HOJAS OSCURECIDAS
	0.5%

	TALLOS Y/O PECIOLOS
	8.0%

	MATERIA ORGANICA EXTRAÑA
	0.1%

	MATERIA INORGANICA EXTRAÑA
	0.1%

	CONTENIDO DE HUMEDAD
	5.07%

	CENIZAS TOTALES
	6.82%

	CENIZAS SOLUBLES EN AGUA
	2.75%

	CENIZAS INSOLUBLES EN HCl
	0.43%

	SUSTANCIAS SOLUBLES EN AGUA
	22.05%

	TAMIZAJE FITOQUIMICO
	Alcaloides, triterpenos-esteroides, cumarinas, aceites escenciales y grasas, azúcares reductores, saponinas, fenoles y taninos, flavonoides, principios amargos y astringentes, y glicósidos.

	IDENTIFICACION
	Rfs: Las bandas más representativas de la placa relativas a timol son las siguientes: rojo-violeta 0.92 y Pardo-verduzco  0.82.  


TABLA N°2

Resultados de las Características Farmacognósticas del Extracto Acuoso de las hojas de Mansoa alliacea.
	DETERMINACIONES
	CARACTERISTICAS



	PROPIEDADES

ORGANOLEPTICAS
	COLOR
	Pardo ambar, opalescente.

	
	OLOR
	Alliaceo

	PH a 20°C
	5.47

	DENSIDAD RELATIVA A 25°C
	1.0438

	ANALISIS

CAPILAR
	COLOR
	Imagen poco  coloreada de pardo claro.

	
	ALTURA
	Alta (aproximadamente 8.2 cm.)

	
	DESCRIPCION
	FRANJA


	Parda, con bordes con invaginaciones irregulares 



	
	
	SUB-FRANJA
	Pardo-claro



	
	
	BANDA
	Pardo-claro



	
	
	SUB-BANDA
	Pardo-claro 



	EXAMEN UV365.
	Fluorescencia amarilla-verdosa en el borde de la franja

	CAMBIOS DE COLOR CON  NH3
	“Avivamiento  del color de la imagen”


	SOLIDOS TOTALES ( g / 100mL.)
	3.478 g / 100 ml.

	IDENTIFICACIÓN
	Alcaloides, flavonoides, saponinas, glicósidos, azúcares reductores, fenoles y taninos,   principios amargos y astringentes.


2.3.3.
Estudio Farmacológico


2.3.3.1.
Ensayo de Inmunoestimulación según el Método de Delaveau

En las Tablas N° 3 y 4 se indican el efecto de Mansoa alliacea sobre la captación de la tinta china al 10% y el porcentaje de activación del sistema Inmune respectivamente, observándose un incremento de la actividad inmunológica a los 120 minutos post administración de 129.16 y 138.88% para las dosis de 100 y 50 mg/kg respectivamente.

En la Tabla  N° 5 se indica el efecto de Mansoa alliacea sobre el recuento de linfocitos y segmentados en ratas albinas, mostrándose un aumento de la actividad macrofágica de los segmentados hasta los 180 minutos post administración.

TABLA  N°3

Efecto de Mansoa alliacea sobre la captación de la Tinta china

Tratamiento 
      Basal
    1°hora
   2°hora
  3°hora
   6°hora
24°hora


      X± SD
    X± SD
   X ± SD
  X ± SD 
   X ± SD 
      X ± SD
Mansoa alliacea

100 mgkg-1
0.024± 0.013
  0.033± 0.003
 0.055± 0.008
0.025± 0.003
  0.012± 0.007
0.049± 0.001
Mansoa alliacea

50 mgkg-1
0.018± 0.004
  0.040± 0.005   0.043± 0.003
0.035 ± 0.010
0.007± 0.004
0.051± 0.008 
Isoprinosine
0.023± 0.005
0.040±0.008
 0.041± 0.011   0.037± 0.001    0.009± 0.005     0.049± 0.005
300 mgkg-1
X± SD = Promedio y Desviación 
TABLA N°4
Porcentaje de Activación de Respuesta del Sistema Inmune en Ratas

Tratamientos
1° hora
2° hora
3° hora
6° hora
24° hora




%
%
%
%
%

Mansoa alliacea

100 mgkg-1

37.5

129.16
4.16
-50
104.16
Mansoa alliacea

50  mgkg-1

91.6

138.88
94.4
-61.1
183.30
Isoprinosine

300 mgkg-1

73.9

78.26
60.8
-60.86
113.04
Control Negativo

22.58

35.48
16.1
-67.74
 67.74
TABLA N° 5
Efecto de Mansoa alliacea sobre el Recuento de Linfocitos y Segmentados en Ratas

	Grupo Tratado
	Basal

X ± SD
	1 hrs

X ± SD
	2 hrs

X ± SD
	3 hrs

X ± SD
	6 hrs

X ± SD
	24 hrs

X ± SD

	
	L
	S
	L
	S
	L
	S
	L
	S
	L
	S
	L
	S

	Mansoa alliacea 100 mg
	74

±

11.2
	26

±

11.2
	72.2

±

14.9
	27.8

±

14.9
	37.6

±

7.5
	62.4

±

7.5
	56.4

±

10.4
	43.6

±

10.4
	53.4

±

12.9
	46.6

±

12.9
	76.2

±

6.9
	76.2

±

6.9

	Mansoa alliacea 50 mg
	83

±

4.8
	17

±

4.8
	79.6

±

3.8
	20.4

±

3.8
	36.4

±

12.2
	64.4

±

13.1
	43.7

±

1.7
	56.2

±

1.7
	52.4

±

5.3
	47.6

±

5.3
	79.2

±

3.1
	20.8

±

3.1

	Isoprins.

300 mg
	81.4

±

4.3
	18.6

±

4.3
	79

±

9.9
	21

±

9.9
	42.4

±

6.8
	57.6

±

6.8
	55.8

±

13.1
	44.2

±

13.1
	48.4

±

6.9
	51.6

±

6.9
	80.4

±

6.3
	19.6

±

6.3

	Control Negativo
	86.6

±

5.9
	13.4

±

5.9
	77.2

±

5.2
	22.8

±

5.2
	47.8

±

9.2
	52.2

±

9.2
	48.2

±

12.9
	51.8

±

12.9
	56.6

±

13.4
	43.4

±

13.4
	79.2±

3.1
	17.8

±

8.4


L = Linfocitos (%)

S = Segmentados (%)
2.3.3.2. Evaluación de la Actividad Analgésica

De acuerdo a los resultados obtenidos se observó que el mayor porcentaje de actividad analgésica fue de 196% a la dosis de 125mgkg-1  a los 30’ post-administración, mientras que a la dosis de 250 y 500 mgkg-1fue del 2.95% y 19.6% respectivamente, esto nos indica que el extracto posee una actividad inversamente proporcional. A los 60 y 90 minutos post-administración con la dosis de 125 y 500 mgkg-1  se observó un descenso en el orden de 17.8 al 3.6% y de 8.9 a 3.9% respectivamente.
Mientras que la dosis de 250 mgkg-1 mostró un incremento a los 60 minutos para luego descender de 25.1% a 20.1% de actividad analgésica respectivamente  (Tabla N°  6 y 7).
TABLA N° 6
Tiempo promedio de Reacción de los animales al
 Estimulo Térmico Doloroso en los diferentes tratamientos
	TRATAMIENTOS
	TIEMPO PROMEDIO (segundos)



	
	T° BASAL
	30’
	60’
	90’
	120’

	Paracetamol 400mg/kg
	1.09 ± 0.09
	2.14 ± 0.70
	1.85 ± 0.73
	1.53 ± 0.54
	1.36 ± 0.42

	Mansoa alliacea 125mg/kg.
	1.63 ± 0.39 
	1.95 ± 0.45
	1.92 ± 0.59
	1.69 ± 0.47
	1.24 ± 0.31

	Mansoa alliacea 250mg/kg.
	2.03 ± 0.48
	1.98 ± 0.56
	2.54 ± 0.88
	2.03 ± 0.14
	1.42 ± 0.24

	Mansoa alliacea 500 mg/kg.
	1.88 ± 0.30
	2.26 ± 0.81
	2.06 ± 0.64
	1.96 ± 0.41
	1.28 ± 0.39


TABLA N° 7
Porcentaje del Efecto Analgésico de Mansoa alliacea 

Método Hot – Plate.

	MUESTRAS


	Porcentaje de actividad analgésica



	
	30’
	60’
	90’
	120’

	Paracetamol 400mg/kg
	96.3%
	69.7%
	40.36%
	19.2%

	Mansoa alliacea 125mg/kg.
	196.%
	17.8%
	3.6%
	-23.4%

	Mansoa alliacea 250mg/kg.
	2.95%
	25.1%
	20.1%
	-43.0%

	Mansoa alliacea 500 mg/kg.
	19.6%
	8.9%
	3.9%
	-32.3%


2.3.3.3. Evaluación de la Actividad Antipirética

                                     TABLA N° 8
Lecturas de la evaluación antipirética del fitocomplejo de  Mansoa alliacea
	GRUPO
	MARCA
	T° BASAL
	TIEMPO

	
	
	
	Hipertemia Basal
	1Hra.
	2 Hras.
	3 Hras.
	4 Hras.

	CONTROL POSITIVO
	B
	35.3
	36.5
	35.2
	35.4
	36.0
	36.0

	
	F
	34.8
	36.9
	36.9
	37.0
	35.8
	36.2

	
	L
	35.4
	36.2
	36.1
	36.1
	36.1
	36.0

	
	C
	34.4
	36.9
	35.9
	36.1
	36.5
	36.8

	
	PDI
	36.4
	36.6
	36.7
	36.5
	35.7
	36.1

	
	PTI
	35.5
	36.8
	36.2
	35.8
	36.2
	36.5

	CONTROL NEGATIVO
	B
	34.5
	35.7
	35.2
	36.5
	36.5
	36.2

	
	F
	34.2
	35.9
	36.1
	37.0
	37.7
	37.1

	
	L
	34.3
	36.1
	36.4
	37
	36.5
	36.4

	
	C
	35.0
	35.7
	36.7
	36.7
	36.5
	36.2

	
	PDI
	33.8
	35.0
	34.6
	35.9
	35.7
	36.1

	
	PTI
	34.6
	36.1
	36.8
	37.2
	37.1
	37.1

	Mansoa alliacea 100 mg/kg
	B
	33.4
	36.6
	35.5
	35.1
	35.7
	35.9

	
	F
	34.2
	35.9
	35.7
	36.5
	37.7
	38.0

	
	L
	33.7
	34.7
	34.7
	36.8
	37.0
	38.2

	
	C
	33.4
	35.1
	35.4
	36.3
	37.1
	37.0

	
	PDD
	34.8
	36.0
	35.1
	36.1
	36.7
	37.6

	
	PTD
	33.7
	35.1
	33.8
	36.2
	36.0
	37.4


TABLA N° 9
ACTIVIDAD AMTIPIRETICA DE Mansoa alliacea en relación al tiempo

	Grupo
	Hipertermia
	TIEMPO

	
	
	1 hr.
	2 hrs.
	3 hrs.
	4 hrs.

	Control Positivo
	36.7 ± 0.27
	36.17 ± 0.61
	36.15 ± 0.55
	36.05 ± 0.29
	36.27 ± 0.32

	Mansoa alliacea 100 mg/kg
	35.6 ± 0.71
	35.03 ± 0.70
	36.17 ± 0.58
	36.70 ± 0.74
	37.35 ± 0.83


TABLA N° 10
PORCENTAJES DE LA DISMINUCIÓN DE LA HIPERTERMIA CON Mansoa alliacea
	GRUPO
	MARCA
	TIEMPO

	
	
	% 1h.
	% 2h.
	% 3h.
	% 4h.

	CONTROL POSITIVO
	B
	3.56
	3.01
	1.37
	1.37

	
	F
	0
	-0.27
	2.98
	1.90

	
	L
	0.28
	0.28
	0.28
	0.55

	
	C
	2.71
	2.17
	1.08
	0.27

	
	PDD
	-0.27
	0.27
	2.45
	1.37

	
	PTD
	1.63
	2.72
	1.63
	0.82

	PROMEDIO
	1.32 ± 1.57
	1.36 ± 1.43
	1.63 ± 0.97
	1.05 ± 0.61

	CONTROL NEGATIVO
	B
	1.40
	-2.24
	-2.24
	-1.40

	
	F
	-0.56
	-3.06
	-3.34
	-3.34

	
	L
	-0.83
	-2.49
	-1.11
	-0.83

	
	C
	-2.81
	-2.81
	-2.24
	-1.40

	
	PDD
	1.14
	-2.57
	-2
	-3.14

	
	PTD
	-1.94
	-3.05
	-2.77
	0

	PROMEDIO
	-0.6 ± 1.66
	-2.70 ± 0.33
	-2.28 ± 0.75
	-1.69 ± 1.31

	Mansoa alliacea 100mg/kg
	B
	3.01
	4.10
	2.46
	1.91

	
	F
	0.56
	-1.67
	-5.01
	-5.85

	
	L
	0
	-6.05
	-6.63
	-10.09

	
	C
	-0.85
	-3.42
	-5.70
	-5.41

	
	PDD
	2.5
	-0.28
	-1.94
	-4.44

	
	PTD
	3.7
	-3.13
	-2.5
	-6.55

	PROMEDIO
	1.49 ± 1.83
	-1.74 ± 3.45
	-3.22 ± 3.33
	-5.07 ± 3.93


2.3.3.4. Evaluación de la Actividad sobre el Tránsito Intestinal
TABLA N° 11  

Efecto de los diferentes tratamientos sobre el Transito Intestinal en ratones.

	Grupo Experimental
	 % DC.A

	Atropina (1 mgKg-1)
	45.51 ( 16.74

	Fitocomplejo de Mansoa alliacea 100 mgKg-1
	75.58 ( 13.44

	Fitocomplejo de Mansoa alliacea 200 mgKg-1
	64.80 ( 10.78

	Control Negativo
	71.64 ( 14.98


                             % DC.A : distancia recorrida por el carbón activado expresado en porcentaje.

2.3.3.5.
Evaluación de la actividad Diurética
En la Tabla  N° 12 se muestra los valores obtenidos durante los 5 días de evaluación del efecto diurético  mostrándose una diuresis mayor en el grupo control en relación al grupo tratado y a los basales.

En la Tabla N° 13 se presenta los promedios del volumen de orina excretada por grupo experimental notándose mayor volumen excretado al quinto día de evaluación en el grupo basal y en el grupo tratado con Mansoa alliacea.
En el Grafico N° 01 se muestra los promedios obtenidos durante los cinco días de evaluación con la Hidroclorotiazida (Control), basal y tratados con el Fitocomplejo de Mansoa alliacea.

TABLA N° 12
Volumen de orina excretada por grupo experimental durante 5 días

	Tratamiento
	Dia 1
	Dia 2
	Dia 3
	Dia 4
	Dia 5
	Prom
	SD

	Basal
	6
	4
	7
	6.6
	8.4
	6.4
	1.61

	
	8
	9
	7
	7
	8
	7.8
	0.84

	
	8.2
	5.8
	8.5
	7.2
	9.3
	7.8
	1.35

	
	7.4
	5.6
	5.4
	6.4
	8
	6.56
	1.13

	Control
	12
	10
	11.2
	13.2
	8
	10.88
	1.99

	
	11.6
	12
	10
	11
	12
	11.32
	0.84

	
	11
	10.4
	13
	10.6
	9.4
	10.88
	1.32

	
	14.9
	15
	12
	11.2
	9
	12.42
	2.56

	Mansoa

alliace
	6.6
	8.9
	5.4
	8.8
	9.3
	7.8
	1.71

	
	7.8
	6
	6.4
	7
	5
	6.44
	1.05

	
	12.2
	7.4
	7
	12
	11.3
	9.98
	2.56

	
	7.2
	6.4
	6.2
	6
	11
	7.36
	2.09


TABLA N° 13
 Promedio y desviación estándar del volumen de orina excretada.

	Tratamiento
	Día 1

X(SD
	Día 2

X(SD
	Día 3

X(SD
	Día 4

X(SD
	Día 5

X(SD

	Basal
	7.4(0.9
	6.1(2.0
	6.9(1.2
	6.8(03
	8.4(0.6

	Control
	12.3(1.7
	11.8(2.2
	11.5(1.2
	11.5(1.1
	9.6(1.7

	Mansoa
	8.4(2.5
	7.1(1.2
	6.2(0.6
	8.4(2.6
	9.1(2.9


Gráfico N°  01
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2.3.3.6. 
Evaluación de la Actividad Antiinflamatoria
En las Tablas 14 y 15 se muestra el porcentaje de inhibición de la inflamación a las dosis  de 125 y 250 mg/kg de p.c. notándose una mayor actividad antiinflamatoria a dosis de 250 mg/kg de p.c y la eficacia del extracto con relación al control positivo respectivamente. 
TABLA N° 14

Actividad de Mansoa alliacea  sobre la inflamación 

	GRUPOS
	%Inh. Inflamación

	Muestra 125 mg/kg
	44.9

	Muestra 250 mg/kg.
	57.23


TABLA N° 15

Actividad de Mansoa alliacea  sobre la inflamación con respeto al grupo control positivo
	GRUPOS
	%Inh. Inflamación

	Control positivo
	21.55%

	Muestra 125 mg/kg
	29.76%

	Muestra 250 mg/kg.
	45.49%


2.3.4.
Estudio Toxicológíco


2.3.4.1.
Toxicidad Aguda (Dosis Límite)

Durante el estudio no se observaron manifestaciones tóxicas en los animales después de la administración del Fitocomplejo de Mansoa alliacea  a la dosis máxima de 2000 mg/Kg1 por vía oral, solamente leves somnolencias y disminución en sus actividades, los cuales desaparecieron a las 4 horas aproximadamente. 

No se presentó mortalidad durante las 24 horas y en los 14 días siguientes.

2.3.4.2. Genotoxicidad

2.3.4.2.1.
Ensayo de Anomalías en Cabezas de Espermatozoides

En cuanto al peso de testículos y epididimo no se observó alteración alguna. (Tabla N°16).
El extracto acuoso liofilizado de Mansoa alliacea (1000 mg kg –1 /5 dia/pc p.o.) no produjo cambios estadísticamente significativos en el porcentaje de espermatozoides normales y anormales respectivamente (Tabla N°17), igual que para el tipo de anomalías. Se apreció que existe predominio de la forma amorfa en todos los casos principalmente en el control positivo (Tabla N° 18).
TABLA N° 16

Peso de Testículos y Epidídimo en ratones tratados con 

Mansoa alliacea 
	Tratamientos
	Peso  testículos ( DS (%)
	Peso

 Epidídimos ( DS (%)

	Mansoa alliacea 1000 mgkg-1
	0.23 ( 0.03
	0.07 ( 0.01

	Control espontáneo
	0.21 ( 0.02
	0.06 ( 0.01

	Ciclofosfamida
	0.24 ( 0.04
	0.05 ( 0.01


TABLA N°17

Porcentaje de espermatozoides normales y anormales en ratones tratados con Mansoa alliacea
	Tratamientos
	Total normal ( DS (%)
	Total anormal( DS (%)

	Mansoa alliacea  1000 mgkg-1
	82.6 ( 5.25
	17.4 ( 3.98

	Mansoa alliacea 1000 vs C.E *
	0.9636
	0.9890 

	Control  espontáneo
	82.5 ( 3.08
	17.4 ( 3.08

	Ciclofosfamida
	58.1 ( 5.29
	41.8 ( 5.29


* Control Espontáneo

TABLA  N° 18

Malformaciones en cabeza de espermatozoides de ratones tratados con Mansoa alliacea .

	Tratamiento
	Malformaciones de espermatozoides

	
	Sin gancho
	Bananas
	Amorfas

	Mansoa alliacea 1000 mgkg-1
	0.42 (0.26
	0.01 ( 0.03
	17.0 ( 3.90

	Mansoa alliacea 1000 vs C.E *
	0.6111
	0.0204
	0.8113

	Control espontáneo
	0.52 ( 0.47
	0.31 ( 0.32
	16.5 ( 3.02

	Ciclofosfamida
	0.25 ( 0.07
	0.20 ( 0.13
	41.3 ( 5.18


* Control Espontáneo

2.3.4.2.2. Ensayo de Inducción de Micronúcleos en médula ósea de ratón
En las Tablas N° 19 y 20 se presentan los índices de toxicidad y las frecuencias de micronúcleos correspondiente a los grupos tratados con el extracto de Mansoa alliacea  y los controles.

Al analizar el índice de toxicidad (PCE/NCE) no se encontró diferencias estadísticamente significativas entre las medias del control espontáneo demostrando que el extracto no presenta efecto citotóxico.

No se encontraron incrementos significativos en la frecuencia de PCE micronucleados en los  animales tratados con Mansoa alliacea  lo que nos indica que no presenta efecto genotóxico. Asimismo, se apreció que los animales administrados con el extracto no mostraron variación en relación al control espontáneo (animales no tratados).
TABLA N° 19

Porcentaje de Micronúcleos e índice de Toxicidad de los grupos 

controles y tratados con Mansoa alliacea: Machos

	Tratamientos
	IT ( SD
	PCE
	% mPCE ( SD

	Mansoa alliacea 1000 mgkg-1
	1.66 ( 0.19
	10186
	0.04 ( 0.04

	Mansoa alliacea  800 mgkg-1
	152 ( 0.24
	10173
	0.02 ( 0.04

	Control espontáneo
	1.84 ( 0.20
	10032
	0.07 ( 0.05

	Ciclofosfamida
	0.86 ( 0.14
	10051
	1.70 ( 0.04


TABLA N°20

Porcentaje de Micronúcleos e índice de Toxicidad de los

 Grupos controles y tratados con Mansoa alliacea: Hembras

	Tratamiento
	IT ( SD
	PCE
	% mPCE ( SD

	Mansoa alliacea 1000 mgkg-1
	1.42 ( 0.12 
	10217
	0.05 ( 0.05

	Mansoa alliacea 800 mgkg-1
	1.57 ( 0.14
	10171
	0.05 ( 0.04

	Control espontáneo
	1.69 ( 0.14
	10161
	0.07 ( 0.07

	Ciclofosfamida
	0.89 ( 0.13
	10145
	1.83 ( 0.47


2.3.5.
Estudio Agrotécnico
2.3.5.1. Fenología

De las observaciones permanentes durante  4 años se estableció  el calendario fenológico. (Tabla N°21)
TABLA N° 21
Fenofases de Mansoa alliacea.

Jardín Botánico IMET-ESSALUD

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

	Bro

Flo

Fru
	Bro

Cof
	Bro

Hoa
	-

Flo
	Bro

Flo

Fru
	Bro

Fru
	Bro

Flo

Cof

Hoa
	Flo

Fru
	Bro

Fru
	Bro

Cof


	Bro

Hoa
	Flo




Donde:


Bro
= 
Brotamiento


Flo
=
Floración


Fru
=
Fructificación


Cof
= 
Cosecha de frutos.

Hoa
= 
Hojas adultas
2.3.5.2. Evaluación Germinativa

Para esta variable encontramos similitud estadística entre los tratamientos con semillas remojadas por 48 y 24 horas (T3, T2), apreciándose superioridad en las no tratadas (T1). (Tabla N°22)
TABLA N° 22
       Porcentajes de germinación de la Mansoa alliacea
	Orden

de

Mérito
	Tratamiento
	Prom.

(%)
	Significancia

	
	Clave
	Descripción
	
	

	1
	T3
	Semillas  remojadas por 48 horas
	68
	a

	2
	T2
	Semillas remojadas por 24 horas
	65
	a

	3
	T1
	Semillas sin remojar
	55
	b


2.3.5.3. Propagación Vegetativa
TABLA N° 23
Porcentajes de enraizamiento de la Mansoa alliacea
	Orden

de

Mérito
	Tratamiento
	Prom.

(%)

	
	Clave
	Descripción
	

	1
	T3
	Esquejes
	90 a

	2
	T1
	Estaca semileñosa
	75 a

	3
	T2
	Estaca leñosa
	55 c


El CV=10.8% indica confianza y precisión experimental para los datos obtenidos.

El inicio de enraizamiento fue a partir de los 17 días.
            TABLA N° 24
              Número de hojas de la Mansoa alliacea con los diferentes tratamientos
	Orden de Mérito
	Tratamiento
	Promedio (%)
hojas

	
	Clave
	Descripción
	

	1
	T2
	Esquejes
	14.0 a

	2
	T1
	Estaca semileñosa
	9.4 b

	3
	T2
	Esataca leñosa
	8.0 c


El coeficiente de variabilidad (CV:0,97) indica confianza y precisión experimental

para los datos obtenidos.
2.4. DISCUSIÓN
2.4.1.
Estudio Etnobotánico y Botánico

2.4.1.1. Estudio Etnobotánico

El conocimiento recabado de los curanderos y herbolarios respecto al uso de las hojas como analgésico, antirreumático, antiartrítico y antipirético, tiene relación con la información bibliográfica revisada, además se reporta una importante actividad como la antiepiléptica
2.4.1.2. Estudio Taxonómico y Descripción Botánica

La terminología empleada para las categorías taxonómicas en ambos sistemas de clasificación (Engler y Cronquist) presenta una marcada diferencia, manteniéndose invariable en lo que respeta a la familia, género y especie.

Las características morfológicas encontradas en la Mansoa alliacea, esta corroborado por Pinedo; et al (1997) respecto a la especie y respecto al género por Gentry (1993), debiendo indicarse que los rangos en cuanto a las medidas de las partes vegetativas son variables debido a los factores ambientales y suelos en que se desarrollan las plantas.
2.4.1.3.
Estudio Macromorfológico
2.4.1.3.1. Macromorfología de la hoja

Las características morfológicas encontradas en la hoja de Mansoa alliacea está corroborado por Gentry (1993) respecto a las hojas del género Mansoa y por Pinedo; etal (1997) respecto a la especie, no referenciándose la presencia de pulvino en la base del peciolo como el encontrado en las hojas estudiadas, cabe indicar como característica resaltante el olor a ajos.

2.4.1.3.2.
Macromorfología de la flor

Las características morfológicas encontradas en la flor de la Mansoa alliacea tiene relación con las características descritas para la familia Bignoniaceae por Mostacero (1993) y Maas y Westra (1993), teniendo como característica relevante el olor a ajos corroborado por Gentry (1993) respecto a especies del género Mansoa. 
2.4.1.3.3. Macromorfología del Fruto

La características morfológicas encontradas en el fruto de la Mansoa alliacea concuerda con las características generales de los frutos de las Bignoniaceas descritas por Mostacero (1993) y Maas y Westra (1993), siendo una cápsula loculicida.
2.4.1.4. Estudio  Micromorfológico
2.4.1.4.1. Micromorfología de la hoja

La hojas del Ajos sacha mostraron estomas solo abaxialmente de tipo actinocítico, forma poco frecuente que solamente esta mencionado por Metcalfe y Chalk (1979) sin relacionarlo con la familia  Bignoniaceae.
2.4.2.
Estudio Farmacognóstico

2.4.2.1. Características farmacognósticas de las hojas

En forma general el nivel de elementos extraños cumple con lo establecido por la Farmacopea Española  (no mas del 2%  m/m).31 

El exceso de agua en drogas vegetales es el responsable del crecimiento de bacterias y hongos, y también de la hidrólisis de sus constituyentes. En algunas farmacopeas, las monografías indicadas limitan el contenido de agua, especialmente en las drogas que tienen la facilidad de absorberla, o en las drogas en las cuales el exceso de agua causa su deterioro. Con pocas excepciones el contenido de agua en las drogas vegetales debe variar entre 8 y 14%.32 
Un contenido de cenizas superior al permitido indica generalmente un procedimiento de recolección y almacenamiento inadecuado.32
El contenido de humedad  y cenizas de esta droga  se encuentran dentro de los valores considerados como aceptables para esta parte estructural de la planta y comparativamente aún por debajo de otras especies como el orégano francés33,  mejorana34, romerillo35  y menta japonesa36.

El contenido de sustancias solubles de la droga que mide en alguna forma el rendimiento de la droga o el poder extractivo del agua, es utilizado cuando no existe métodos para determinar los constituyentes activos por procesos químicos o físico-químicos.32
El examen preliminar o tamizaje fitoquímico de la droga dio como resultado la presencia de alcaloides, triterpenos-esteroides, flavonoides, saponinas, reportado por Brack (1999). Además  hemos encontrado: cumarinas, aceites esenciales, grasas, azúcares reductores, fenoles, taninos,  principios amargos, astringentes y glicósidos.

Uno de los métodos más utilizados para la identificación de plantas es la cromatografía de capa fina, una revisión de las diferentes farmacopeas  existentes así lo confirman, obteniéndose  un perfil cromatográfico que es la huella digital de la especie tomando en cuenta la preparación y aplicación del extracto, la elección del sistema de elusión, el desarrollo de la muestra, la detección de los compuestos y la descripción del resultado.37
2.4.2.2.
Características del extracto acuoso de las hojas
En forma general se analizaron las propiedades organolépticas del extracto acuoso, presentando un color pardo-ambar, debido a la descomposición de la clorofila. en feofitina38. Dentro de lo concerniente a las propiedades fisicoquímicas del extracto, el pH mantiene una ligera acidez debido a la moderada presencia de hidrogeniones; podemos señalar además una densidad relativa dentro de lo normal en relación al agua destilada.

La imagen poco  coloreada de pardo claro son características de extractos acuosos.

El valor de los sólidos totales obtenidos es un indicador del poder extractor del solvente. La identificación preliminar en el extracto de: alcaloides,  flavonoides,  fenoles y taninos, azúcares reductores, saponinas,  glicósidos, principios amargos y astringentes,  coincide con lo encontrado en el tamizaje fitoquímico de la droga y por lo mencionado por Brack  (1999). 

2.4.3.
Estudio  Farmacológico

2.4.3.1.
 Ensayo de Inmunoestimulación según el Método de Deleveau

Los resultados obtenidos con Mansoa alliacea a dosis de 50 y 100 mg/kg y con el Isoprinosine 300 mg/kg fueron significativamente diferentes en relación con el control negativo, lo que permite inferir que el extracto acuoso liofilizado de Mansoa alliacea  presenta actividad inmunoestimulante; además, los resultados indican que el extracto acuoso liofilizado de Mansoa alliacea a dosis  de 50 mgkg-1   presenta mayor actividad  inmunoestimulante a las 2 y 3 horas en relación a la dosis de 100 mgkg-1.
El principal mecanismo atribuido al extracto es la estimulación del procesamiento de los antígenos por los macrófagos, facilitando la activación de los linfocitos T.

2.4.3.2.       Evaluación de la Actividad Analgésica

La Mansoa alliacea presenta actividad analgésica de tipo periférico, dicha actividad al parecer no es dosis dependiente.

La actividad analgésica de Mansoa alliacea puede ser explicado por la presencia de flavonoides en esta planta, a los cuales se le atribuyen propiedades antiinflamatoria y analgésica, debido a la inhibición de la fosfolipasa A2, de la 5-cicloxigenasa o del endoperóxido prostaglandina sintetasa39, lo que conlleva a la inhibición de la síntesis de prostaglandinas. Las prostaglandinas juegan un papel  importante en la génesis del dolor y la inflamación, lo que ha sido demostrado en otros trabajos experimentales.40,41
2.4.3.3. Evaluación de la Actividad Antipirética

El fitocomplejo de Mansoa alliacea,  a dosis de 100 mgkg-1 presenta actividad antipirética, lo que hace inferir la presencia de sustancias bloqueadoras de las prostaglandinas  La interleucina -1 produce fiebre por que primero induce la síntesis de las prostaglandinas, en particular la prostanglandina E2 o una sustancia análoga y, ésta a su vez actúa en el hipotálamo para producir la reacción febril. Cuando se bloquea la formación de prostaglandinas con fármacos u otras sustancias, la fiebre desaparece por completo o al menos disminuye42.
2.4.3.4.       Evaluación de la Actividad sobre el Tránsito Intestinal

Los resultados  obtenidos nos demuestran  que el Fitocomplejo de Mansoa alliacea no  presenta actividad sobre el transito intestinal ya que el recorrido porcentual del carbón activado no presentó significancia biológica  en relación al recorrido en el grupo control negativo,   en cambio la Atropina disminuyó la actividad del transito intestinal, debido a que este fármaco es un anticolinérgico que bloquea los receptores muscarinicos, provocando una disminución del peristaltismo intestinal.

2.4.3.5. Evaluación de la Actividad Diurética

En el modelo experimental empleado, los resultados obtenidos con Mansoa alliacea a una dosis de 2000mg/kpc no presentó un incremento del volumen de orina excretada con relación a la Hidroclorotiazida a dosis de 50mg/kpc. que presenta actividad diurética conocida, debido a la actividad inhibidora sobre la anhidrasa carbónica, actuando sobre el túbulo contorneado distal, impidiendo la reabsorción de sodio y cloruro.42 

2.4.3.6.
Evaluación de la Actividad Antiinflamatoria

Los resultados obtenidos con Mansoa alliacea a la dosis de 125 y 250 mgkg-1 y con la indometacina (10 mgkg-1) fueron diferentes en forma significativa en relación  al grupo control . De estos resultados observados se demuestra que Mansoa alliacea a las dosis de 125 y 250  mgkg-1 presenta actividad antiinflamatoria, siendo confirmado por estudios fitoquímicos la presencia de metabolitos como los flavonoides que se referencian su demostrada acción antiinflamatoria.
2.4.4.
Estudio Toxicológico


2.4.4.1.
Toxicidad Aguda (Dosis Límite)

No se evidenció mortalidad en los Ratones albinos de ambos sexos al administrar Mansoa alliacea, asimismo no se observó alteraciones autónomas, respiratorias, ni gastrointestinales. Es importante señalar, que los síntomas del fenómeno tóxico solo se ponen de manifiesto cuando la concentración del agente tóxico sobrepasa ciertos límites a nivel de receptor, límites que pueden ser variables según los casos, de aquí que ningún agente químico o sustancia cualquiera deba ser considerado ni totalmente inocuo, ni totalmente nocivo, pues los resultados van a depender de las cantidades que tomen contacto con el sistema biológico diana cuando los mecanismos de un   organismo vivo tienen capacidad para neutralizar de modo rápido la actividad de una sustancia extraña que ha penetrado en él, o incluso para eliminarlas, suele ocurrir la recuperación de la normalidad fisiológica.43
2.4.4.2       Genotoxicidad 

2.4.4.2.1.
Ensayo de anomalías en cabezas de Espermatozoides de        ratón
En la evaluación de Anomalías de la Cabeza de Espermatozoides del ratón, Mansoa alliacea no produjo efecto genotóxico, ya que el porcentaje de anomalías en la cabeza de los espermatozoides no fue significativamente diferente a las dosis estudiadas. 
Entre los ensayos de actividad Genotóxica en células germinales, son conocidas diversas pruebas, pero entre éstas existe una  con posible valor predictivo, que es el ensayo de morfología cuyo propósito es observar la frecuencia de anomalías, ésta posee un valor intrínseco en el ensayo de riesgo de sustancias, ya que a la vez el sistema refleja efectos de interferencia en un proceso de diferenciación celular “in vivo”.20 

Los efectos adversos de la Mutagénesis en la salud pueden manifestarse por la transmisión del daño inducido en células germinales a las futuras generaciones, trastornos que pueden expresarse desde la fertilización hasta la etapa adulta, afectando la capacidad reproductiva del hombre y al mismo tiempo incrementando la carga de enfermedades genéticas dentro de la población.44,45  

2.4.4.2.2. Ensayo de inducción de Micronúcleos en médula ósea de   ratón

En las condiciones descritas el extracto acuoso liofilizado de las hojas de Mansoa alliacea, no presentó acción genotóxica, por el no incremento en la frecuencia de micronúcleos en los eritrocitos policromáticos (PCE), los cuales se encuentran dentro del rango de valores normales reportados en animales no  tratados ó espontáneos46.
La utilización del ensayo de micronúcleos en la evaluación, es de uso frecuente en la Medicina Humana, por que permite detectar aberraciones cromosómicas, claramente involucradas en el origen del Cáncer, lo que proporciona una buena base para la estimación del riesgo en humanos.

La aplicación de éste ensayo está en consonancia con la estrategia adoptada internacionalmente en la evaluación del potencial genotóxico. Estos resultados amplían los conocimientos sobre las propiedades biológicas de los extractos naturales, contribuyendo a la estimación del riesgo – beneficio que puede derivarse del uso de éstas plantas como Fitoterapeúticos por el hombre. 47
2.4.5.
Estudio Agrotécnico


2.4.5.1.
Fenología

Se ha podido observar en plantas con crecimiento indeterminado (con tutores vivos) cinco etapas de desarrollo definidas:

El Brotamiento (Bro) la cual ocurre entre los meses de Enero a Marzo,  de Mayo a    Julio y de Setiembre a Noviembre; floración (Flo)  ocurre tres veces al año  entre Diciembre – Enero a Abril-Mayo y Julio-Agosto, ésta se inicia a partir del sexto año; Fructificación (Fru) entre los meses de Mayo-Junio y Agosto-Setiembre;  Cosecha de frutos (Cof) en Febrero y Octubre y hojas adultas (Hoa) en los meses de Marzo, Julio y Noviembre iniciándose también a partir del sexto  año  de la siembra. Es indudable que las fechas pueden tener alguna variación de año a año, dependiendo de las condiciones medio ambientales.
2.4.5.2. Evaluación Germinativa

Para las semillas de Mansoa alliacea, el remojo de las semillas con agua, ejerció una influencia en el porcentaje de germinación, logrando superioridad numérica las remojadas por 48 horas, alcanzando un 68%, siendo este valor según la escala de valores indicada por Pinedo (1989) como bueno. Este bajo porcentaje se ve reducido posiblemente por el daño ocasionado por insectos-plaga los cuales ingresan a los frutos aún en la planta y/o a la pérdida rápida de la viabilidad.

2.4.5.3. Propagación Vegetativa

Se pudo observar que el enraizamiento ocurrió a partir de los 17 días, donde el material de propagación proveniente de esquejes alcanzó en 30 días un promedio de enraizamiento del 90%  mientras que las estacas semileñosas alcanza un 75% de enraizamiento, siendo estadísticamente similares pero superiores  a las de estacas leñosas (55%). Esta diferencia  es probable por  la acumulación de reservas en las hojas (carbohidratos), así como a las hormonas  de crecimiento y continuidad de la fotosíntesis indicada en Hartman y Kester  (1999).
2.5.
CONCLUSIONES

-
La Mansoa alliacea de la familia BIGNONIACEAE es una planta lianescente con olor a ajos en todas sus partes estructurales;  tradicionalmente se usa como analgésica, antiartrítica, antipirética, entre otras.
-

Las hojas son bifolioladas, con pulvino y zarcillos trífidos; con estomas actinocíticos en el envés. Las flores son hermafroditas lilas dispuestas en inflorescencia racemosa. Los frutos son cápsulas loculicidas, bivalvas, con semillas aladas.
-
La hoja de Mansoa alliacea presentan elementos  extraños no superior al  2%, el contenido de humedad  y cenizas  se encuentran dentro de los valores considerados como aceptables para esta parte estructural de la planta.

-
El examen preliminar o tamizaje fitoquímico de la droga demostró la presencia de alcaloides, triterpenos-esteroides, flavonoides, saponinas, cumarinas, aceites escenciales,  grasas, azúcares reductores, fenoles, taninos, principios amargos, principios  astringentes y glicósidos.

-
La cromatografía en capa fina de silicagel F-60 unidimensional ascendente del extracto diclorometánico de las hojas de Mansoa alliacea, utilizando el sistema: Tolueno: AcOEt (70 :30) y revelado con el reactivo Vainillina / Ac. Sulfúrico, ha identificado  la presencia de zonas características de Rf = 0.92 (rojo-violeta y Rf = 0.82 ( Pardo-verduzco).
-
El  pH del extracto acuoso a 20°C se encuentra dentro del rango de sustancias francamente ácidas y la densidad relativa  en relación al agua destilada a 25°C  estuvo dentro del valor normal.

-
El análisis capilar del extracto nos presenta una imagen alta, poco coloreada de pardo-claro, de franja parda de bordes dentados e irregulares, cuya sub-franja, banda y sub-banda se confunden en un solo color rojo-pardo-claro. Al ser expuesto la imagen a la luz UV365  presenta fluorescencia. amarilla en el borde de la franja y “avivamiento del color de la imagen cuando es expuesto al amoniaco.
-
La cantidad de sólidos totales que contienen 100 ml del extracto de Mansoa alliacea  es 3.478g.
-
En el extracto de las hojas de Mansoa alliacea se han identificado principalmente:  Alcaloides, flavonoides, saponinas, glicósidos, azúcares reductores, fenoles y taninos,   principios amargos y astringentes.
- 
El extracto Acuoso Liofilizado de las hojas de Mansoa alliacea presentó efecto analgésico periférico, efecto inmunoestimulante, actividad antipirética y antiinflamatoria. 
-
El Fitocomplejo de Mansoa alliacea  administrado vía oral a la dosis de 100 y 200 mgkg-1 no presentó efecto sobre el tránsito intestinal ni diuresis. 
-
El Fitocomplejo de Mansoa alliacea  administrado por vía oral a ratones albinos cepa Balb/c 53 de ambos sexos,  no presentó signos tóxicos a la dosis de 2000 mg/kg-1
· El extracto de Mansoa alliacea a la dosis de 1600 y 800 mgkg-1 /dia/pc p.o., no presentó acción genotóxica y a la dosis de 1,000mg/kg-1 no afectó las células 
· germinales ni somaticas, no  incrementó el índice de toxicidad por lo tanto no presentó acción citotóxca.

· Teniendo en cuenta el tipo de crecimiento indefinido de la Mansoa alliacea (con tutores vivos) se ha logrado establecer dentro de la fenología para plantas con tutores vivos cinco estados fenológicos definidos: El Brotamiento (Bro) el cual ocurre durante casi todo el año, Floración (Flo), Fructificación (Fru), Cosecha de frutos (Cof) y Hojas adultas (Hoa).

· Para propagar esta especie utilizando semilla botánica se recomienda remojar las semillas en agua por 48 horas, lo cual nos va a permitir alcanzar 68% de germinación.

· La propagación utilizando esquejes constituye el material más apropiado, alcanza un 90 % de enraizamiento, garantizando la formación más rápida de  nuevas plantas.

· Se recomienda el uso de este fitocomplejo en estudios clínicos.
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				MARCA		PESO		VARIABLES		DIA # 1		DIA # 2		DIA # 3		DIA # 4		DIA # 5		PROMED		SD

				LOMO		200 gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0

								V.Agua Cons		24		18		24		29		30		25		4.80

								V.Orin Excret		6		4		7		6.6		8.4		6.4		1.61

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				FRENTE		240gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0.00

								V.Agua Cons		24		24		24		28		22		24.4		2.19

								V.Orin Excret		8		9		7		7		8		7.8		0.84

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				PDI		230gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0.00

								V.Agua Cons		28		21		26		32		20		25.4		4.98

								V.Orin Excret		8.2		5.8		8.5		7.2		9.3		7.8		1.35

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				BLNACO		220gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0.00

								V.Agua Cons		22		17		20		23		25		21.4		3.05

								V.Orin Excret		7.4		5.6		5.4		6.4		8		6.56		1.13

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				MARCA		PESO		VARIABLES		DIA # 1		DIA # 2		DIA # 3		DIA # 4		DIA # 5		PROMED		SD

				LOMO		200 gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0

								V.Agua Cons		18		15		16		19		21		17.8		2.39

								V.Orin Excret		12		10		11.2		13.2		8		10.88		1.99

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				FRENTE		240gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0.00

								V.Agua Cons		19		10		13		4		5		10.2		6.14

								V.Orin Excret		11.6		12		10		11		12		11.32		0.84

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				PDI		230gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0.00

								V.Agua Cons		20		16		22		17		24		19.8		3.35

								V.Orin Excret		11		10.4		13		10.6		9.4		10.88		1.32

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				BLNACO		220gr		V.Agua Adm		100		100		100		100		100		100		0.00

								V.Agua Cons		21		19		14		14		18		17.2		3.11

								V.Orin Excret		14.9		15		12		11.2		9		12.42		2.56

								Cant Aliment		12		12		12		12		12		12		0.00

								Aliment Cons		Todo		Todo		Todo		Todo		Todo

				REPRESENTACION GRAFICA DE LA EVALUACION DIURETICA EN IMET

				DIA # 1		DIA # 2		DIA # 3		DIA # 4		DIA # 5

				8		2		10.4		6.6		8.4

				15		11		12.3		7		15

				8.2		5.8		8.5		7.2		12

				7.4		3.6		4.4		6.4		11

		PROMEDI		38.6		22.4		35.6		27.2		46.4

				36.6		22.4		35.6		27.2		46.4

				DIA # 1		DIA # 2		DIA # 3		DIA # 4		DIA # 5

				6		10		11.2		13.2		8

				15		12		10		11		12

				8.2		10.4		13		10.6		6.4

				7.4		19		12		11.2		9

				36.6		51.4		46.2		46		35.4

				36.6		51.4		46.2		46		35.4

		# DIAS		Dia 1		Dia 2		Dia 3		Dia 4		Dia 5

		S/SUST		36.6		22.4		35.6		27.2		46.4

		C/SUST		36.6		51.4		46.2		46		35.4

				Dia 1		Dia 2		Dia 3		Dia 4		Dia 5		Prom		SD

		basal		6		4		7		6.6		8.4		6.4		1.61

				8		9		7		7		8		7.8		0.84

				8.2		5.8		8.5		7.2		9.3		7.8		1.35

				7.4		5.6		5.4		6.4		8		6.56		1.13

				7.4		6.1		6.975		6.8		8.425

		control		12		10		11.2		13.2		8		10.88		1.99

				11.6		12		10		11		12		11.32		0.84

				11		10.4		13		10.6		9.4		10.88		1.32

				14.9		15		12		11.2		9		12.42		2.56

				12.375		11.85		11.55		11.5		9.6

		mansoa		6.6		8.9		5.4		8.8		9.3		7.8		1.71

				7.8		6		6.4		7		5		6.44		1.05

				12.2		7.4		7		12		11.3		9.98		2.56

				7.2		6.4		6.2		6		11		7.36		2.09

		prom		8.45		7.175		6.25		8.45		9.15

				Dia 1		Dia 2		Dia 3		Dia 4		Dia 5

		basal		7.4		6.1		6.975		6.8		8.425

		control		12.375		11.85		11.55		11.5		9.6

		mansoa		8.45		7.175		6.25		8.45		9.15
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