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RESUMEN

Palabras claves: 
ABSTRACT


CAPITULO 1.- INTRODUCCION

El Perú es un pií megadiverso constituido por un elevado número de especies vegetales y animales, recursos genéticos y variedades de ecosistemas; en la actualidad se han logrado determinar actividades y usos de alrededor de 5000 especies vegetales que se presentan como medicinas, alimentos, bioicidos y orbamentales1.
Dentro de las especies medicinales de la flora amazónica se encuentra el Spondias mombin, conocido comúnmente como “Ubos”, de conformación arbórea y frutos comestibles. Tradiconalmente suele usar la corteza del tronco como antihemorrágica, antidiarréica, antiofídica, antiinflamatoria vaginas, antihemorroidal, cicatrizante, antituberculosa y antileishmaniasica2-4. 

El Spondias monbin se encuentra distribuido en le Perú en los departamentos de amázonas, Huanuco, Junín, Lima. Loreto, Madre de Díos, Pasco, San Martín y Ucayali, de 0-500 m.s.n.m;5 es nativa de américa tropical, probablemente de origen amazónico6
El Spondias mombin pertenece a la familia ANACARDIACEAE donde se encuentra numerosas especies frutales de gran importancia económica, las especies en general son arbóreas con canales de resina en la corteza del tronco y las ramas, con hojas simples o espinadas, con flores frecuentemente unisexuales7.
En el Perú el uso de las plantas medicinales es una manifestación cultural adquirida y transmitida de generación en generación a través de los siglos, teniendo cuna elevada aceptación en la población pasando a formar parte de la medicina alternativa en la atención primaria de salud..

Los resultados del presente trabajo pre-clínico multidisciplinario de Spondias Bombin, permite afianzar los pasos para emprender el desarrollo de trabajo clínico en enfermedades específicas, que podrían estar encabezando el listado de los perfiles epidemiológicos.

CAPITULO 2.
SECCION EXPERIMENTAL

2.1 MATERIALES, EQUIPOS Y MÉTODOS

Los materiales, reactivos y equipos más importantes utilizados en el estudio pre-clínico comprenden:
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. Equipos 

Estereoscopio
Centrifugadora

Balanza analítica

Cámara de secado

Baño María

Agitador Magnético

Espectrofotómetro

Refrigerador

Microscopio binocular

Cámara fotográfica

Liofilizador

Rotavapor

Deshumedecedor

Cocina eléctrica

Estufa

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

Se colectó en el Jardín Botánico IMET.ESSALUD las diferentes partes estructurales y se anotó datos referentes a la especie y fecha de colecta, seguidamente las muestras se prensaron y secaron a 50°C. Una vez secas las muestras se procedió al montaje 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 d 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.
Se colectaron las hojas, para proceder a realizar los cortes histológicos a mano alzada,, seguidamente fueron montadas los cortes sobre el porta objeto adicionando lacto fenal para ser observados bajo microscopio; para la caracterización se empleó descriptores y bibliografía especializada.

2.2.1.5.
Estudio micromorfológico

2.2.2. Estudio Farmacognóstico

-
Obtención del extracto acuoso liofilizado de la corteza.

Secado de la muestra:

El tiempo requerido para el secado del material vegetal desmenuzado, en una cámara de secado de 40 ±2°C  provista de deshumidificador, fue de 72 ± 2 horas.

Método de extracción: Cocción

600g de corteza fueron sometidas a cocción en 6 L. de agua a fuego lento (60 – 70°C) durante 2 horas, removiendo de vez en cuando; trascurrido este tiempo se decantó y filtró en algodón  y guardado en refrigeración por 72 horas. 

Método de secado del extracto acuoso: Liofilización

El extracto acuoso refrigerado fue filtrado en papel de filtro y congelado por más de 30 horas y luego fue acondicionado en el liofilizador para realizar el secado a -40°C y 1.33 x 10-3 Mbarr, durante un periodo aproximado de 90 ±2 horas.

Características farmacognósticas de la corteza
El material vegetal constituido por cortezas frescas seleccionadas de Spondias mombin L., fueron  recolectadas en horas de la mañana entre los  meses de enero-marzo del Jardín Botánico del Instituto de Medicina Tradicional de ESSALUD en Iquitos, Departamento de Loreto. Este material desmenuzado fue sometido a secado en bandejas de porcelana en una cámara de 40° ± °C. provista de deshumidificador, para lo cual se utilizaron aproximadamente 72±2 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 realizo la cromatografia en capa  de silicagel F-60 unidimensional ascendente del extracto diclorometánico de la corteza ( 1g / 5ml).

Se utilizaron 20ul del extracto diclorometánico y fue desarrollado por el sistema: Tolueno: AcOEt (70 :30) y revelado con el reactivo Vainillina / Ac. Sulfúrico y el reactivo de Liebermann Buchard.5


-
Características Farmacognósticas del Extracto acuoso de la corteza.
La muestra para el ensayo lo constituyó el extracto acuoso de la corteza desecada de Spondias mombin, obtenido en el Departamento de Farmacognosia del IMET_ESSALUD.3

Las técnicas para caracterizar al extracto se encuentran descritas en los protocolos del Departamento de Farmacognosia del IMET-ESSALUD (PFG-03, PFG-14, PFG-15,PFG-16, PFG-17 y 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 Cuba2. 

Para la identificación del extracto se realizo la cromatografia en capa  de silicagel F-60 unidimensional ascendente del extracto metanolico de la corteza ( 1g / 5ml).

Se utilizaron 20ul del extracto metanólico y fue desarrollado por el sistema: MeOH: AcOEt: H20: NH3  (40:70:5:2) y revelado con los  reactivos: Borntranger , Cloruros férrico y aluminio4

2.1.2.3. Estudio Toxicológico

· Toxicidad aguda (Dosis límite)

Material Vegetal: El extracto acuoso liofilizado de Spondias mombin L., fue gentilmente cedido por el Laboratorio de Fitoquímica del  IMET – EsSalud, de la ciudad de Iquitos.

Material Biológico: El modelo experimental se realizó en ratones albinos línea Balb-C53 procedentes del Centro Nacional de Producción de Biológicos del Instituto Nacional de Salud del Ministerio Nacional de Salud (MINSA). 

Procedimiento:


-
Toxicidad aguda (Dosis Límite)

Se emplearon dos grupos experimentales de 10 animales, con un peso promedio de 25.2 ± 3.5 g. Se adminsitró por vía oral el vehículo al grupo control negativo y al  grupo tratado (Spondias mombin L. 2000mgkg-1). Los animales fueron observados constantemente durante las primeras 24 hrs, registrando cualquier signo tóxico incluyendo la mortalidad y se continuó hasta los 14 días para determinar la reversibilidad de los signos. Al finalizar el periodo de evaluación se procedió a sacrificar los animales por dislocación cervical para realizar el exámen macroscópico de órganos y determinar los pesos relativos de los mismos. 

-

Ensayo de anomalías en la cabeza de espermatozoides de ratón
Se establecieron 3 grupos de 7 animales cada uno; control negativo, grupo tratado (Spondias mombin L. 2000 mgkg-1) y control positivo (ciclofosfamida 50 mgkg-1). El esquema de tratamiento fue de 5 administraciones por vía oral, separadas  de 24 hrs entre sí.  A los 35 días de la primera administración, se procedió al sacrificio por dislocación cervical. Se determinó el peso de los testículos y epidídimos, se prepararon suspensiones de espermatozoides. Se tiñó con eosina al 1% y se extendieron 2 láminas codificadas por animal, la lectura se realizó en un microscopio, a un aumento de 400X; al menos 1 000 espermatozoides se analizaron por animal. Para la clasificación se siguió el criterio de Wyrobex y Bruce, basado en cabezas normales, amorfas, bananas y sin gancho9,10.
Análisis estadístico:

Las comparaciones individuales entre grupo tratado y grupos controles se realizaron por medio de la prueba t de student. Como criterio de genotoxicidad se asumieron, la existencia de incremento significativo de porcentajes de cabezas anormales de espematozoides.
2.1.2.3.1. Estudio Farmacológico

-

Evaluación de la actividad analgésica

Material Vegetal

Extracto Acuoso Liofilizado (EAL)  de Spondias mombim L, extraído en el laboratorio de  Fitoquímica del  IMET – ESSALUD, de la ciudad de Iquitos. 

Para la obtención del EAL de Spondias mombim se procedió a cortar el material vegetal en trozos pequeños de 1 centímetro cuadrado aproximadamente, para ser secado  durante 7 días  a 40 °C.

Las cortezas secas fueron cocidas en la proporción de 1 a 10 veces (P/V)  en agua durante 2 horas, luego fue filtrado a través de algodón y papel filtro. Seguidamente fue congelado y liofilizado.

Material Biológico
El modelo experimental se realizo en ratones albinos cepa Balb/C53, hembras, con un peso promedio de 27.57 ( 4.82, procedentes del Centro Nacional de Producción de Biológicos del Instituto Nacional de Salud  del Ministerio (MINSA), con sede en la ciudad de Lima.

Método experimental: Hot Plate 

Después de un ayuno de 4 horas, se procedió a tomar el tiempo basal de reacción al estimulo  térmico doloroso. Transcurrido 15 minutos  se  administró  al grupo control positivo Indometacina 10mgKg-1, al segundo y tercer grupo de animales se administró el EAL de Spondias mombim a dosis de 100 mgkg-1 y 200 mg/Kg-1 respectivamente,  luego se midió el tiempo de reacción al dolor a los 30, 60 y 90 minutos posterior a la administración de dichas sustancias (13,14).

Método experimental: Contorsiones  Abdominales.

Después de un ayuno de 4 horas, se procedió a administrar por vía oral el control negativo, Indometacina a dosis de 10 mg/Kg-1 y el EAL Spondias mombim a dosis de 100 mg/Kg-1 y 200mg/Kg-1, según grupo experimental. Después de 30 minutos post-tratamiento, se inyecto por vía intraperitoneal la solución de ácido acético al 1% (13). 

Se observaron el numero de contorsiones abdominales por grupo experimental durante 30 minutos. Al finalizar la evaluación se sacrificaron a los animales por dislocación cervical teniendo en cuenta los principios éticos de experimentación en animales para evitar el sufrimiento (15).

2.1.2.4. Estudio Agroténico
· Condiciones climáticas y suelo 

En base a la información bibliográfica1, al Servicio Nacional de Meteorología Hidrología 8SENAMHI), se obtuvieron las informaciones metereológicas correspondientes a nuestra zona; así como los requerimientos de suelos.2
Propagación Botánica
Las semillas fueron colectadas de frutos maduros de plantas del Jardín botánico – IMET, los cuales luego de secadas y luego desinfectados con vitavax. Seguidamente fueron sembrados en bandejas de plástico con sustrato de humus de lombriz y colocadas en un vivero bajo condiciones controladas.3,4,

El porcentaje de germinación, fue evaluado utilizando la siguiente fórmula.

%G = semillas germinadas x 100.

       

Semillas sembradas

	Clave
	Tratamientos

	T1
	Endocarpo remojado por 48 horas.

	T2
	Endocarpo sin remojar




Estudio Fenológico

Se efectuó el seguimiento de plantas de Spondias mombin “Ubos” de 9 años de edad ubicado en el JARDÍN Botánico del IMET – ESSALUD, durante los años, 2002-2004, realizando observaciones semanales para luego definir los diferentes estados fenológicos (fenofases) bajo muestras condiciones (clima, suelo, etc).
Evaluación de Plagas y Enfermedades
Plagas y enfermedades

Se observaron permanentemente los diferentes órganos de la planta para determinar la presencia de plagas y enfermedades y hacer el eguimiento sintomatológico y/o signológico así como los daños causales.6,7,8,9


Cosecha y Post-cosecha de la corteza

La corteza fue cosechada en horas de la mañana, tratando de sacar en secciones de la parte media a basal del tronco; seguidamente fue eleado y secado en estufa a 50°C para su posterior secado.6
2.3 RESULTADOS

2.3.1 Estudio Etnobotánico y Botánico




-
Estudio Etnobotánico
Según información obtenida de curanderos y herbolarios, la corteza de Ubos presenta propiedad antihemorrágica (aplicando el polvo en la herida sangrante), antidiarreico (tomado en cocimiento), ulceras gastrointestinales, antiofídica (aplicar rallada en forma de cataplasma), cicatrizante (el cocimiento en forma de lavados), antiséptico vaginal (el cocimiento en lavados vaginales), en leishmnaiasis aplicar la ceniza), TBC (tomar el cocimiento), antihemoroidal (el cocimiento de baños de asiento). Los frutos son comestibles y se emplean en preparados, como refrescos, macerados alcohólicos, helados, etc. Y en medicina como antianémico.

Según información bibliográfica la corteza se usa en infecciones vaginales, como antihemorroidal, antidiarreico, hemostático, analgésico, atiesposmódico, cicatrizante, contraceptivo, antileishmamiasico, antiofídico, antituberculoso y anticeluroso.

-
Herborización
La muestra herborizada se encuentra depositada en el Herbarium IMET-ESSALUD con el código ANA-0004.



-
Estudio Taxonómico y Descripción Botánica

-
Identificación Taxonómica:

Sistema
:
Clasificación Aldolph Engler (1954-1964)

División
:
Dicotyledoneae

Clase

:
Dicotyledoneae

Sub-Clase
:
Archichlamydeae

Orden

:
Sapindales

Familia
:
ANARCARDIACEA 

Género

:
Spondias

Especie
.
Spondias mombin L.

Sistema
:
Clasificación Arthur Cronquist (1998)

División
:
Magnoliophyta

Clase

:
Magnoliopsida
Sub-Clase
:
Rosidae

Orden

:
Sapinales

Familia
:
ANACARDIACEAE

Género 
:
Spondias

Especies
:
Spondias mombin L.

Sinonimia: Spondia lute L.
Nombres vulgares:
Ubos, Ubos colorado, shun, Ushum, Bombin, Tronador, Cansa boza, Cuiruela amarilla, Acajú, Hubo, Shungu ushun, Tsiyoroqui (v. Ashaninka), Jobo colorado.



-
Estudio Macromorfológico



-
Macromorfología de la corteza

Corteza externa : Superficie áspera, fisurada, de 1-2cm de grosor, pardo gisácea.
Corteza interna : Superficie granulosa a esponjosa, cremosa a rosada con bandas blanquecinas, de 2-4cm de groso, exuda resina incolora 


-
Macromorflogía de la hoja
Hojas caducifolias, compuestas imparipinnadas, alternas, sin estípulas, caquis de 30-70cm de largo con pulvino. Foliolos su opuestos, e número de 3-17; láminas pinnatinervias con nerviación tralúcida, papuráceas, 4-13 cm de largo por 2-5 cm de ancho, ápice acuminado, base asimétrica y cuneada, márgenes serrulados, peciolo de 4 mm de largo.

2.3.2 Estudio Farmacognóstico

· Obtención del extracto acuoso liofilizado de la corteza

Variables y resultados de la obtención del extracto acuoso  liofilizado de la corteza desecada de Spondias mombin L. 

	Especie vegetal
	Menstruo
	Extracción
	Liofilizacion

	Parte usada
	Peso

(g)
	Presentación
	Tipo
	Volumen

(L)
	Tipo
	Tiempo

(horas )
	Tiempo

(horas)
	Rendimiento

( % )

	Corteza secas


	600
	Desmenuzadas
	Agua
	6
	Cocción
	2
	90
	3.42


· Características Farmacognósticas del extracto acuoso de la corteza

Tabla de resultados de las características farmacognósticas del extracto acuoso de la corteza  de Spondias mombin L.
	DETERMINACIONES
	CARACTERISTICAS

	PROPIEDADES

ORGANOLEPTICAS
	COLOR
	Fluido opaco, pardo-morado sin presencia de partículas ni separación en capas.

	
	OLOR
	Inodoro

	PH a 20°C
	4.73

	DENSIDAD RELATIVA A 25°C
	0.9978 – 0.9998

	ANALISIS

CAPILAR
	COLOR
	Imagen moderadamente  coloreada de pardo claro.

	
	ALTURA
	Alta (aproximadamente 8.5 cm.)

	
	DESCRIPCION
	FRANJA


	Irregular de bordes encrestados de color pardo claro



	
	
	SUB-FRANJA
	Pardo-claro



	
	
	BANDA
	Pardo-claro, se aprecian algunas zonas rojizas leves



	
	
	SUB-BANDA
	Pardo-claro, se aprecian zonas rojas de moderado a intenso. 



	EXAMEN UV365.
	Fluorescencias celeste en la franja y blanca en sus bordes; amarilla en la Sub-franja y blanca en la banda

	CAMBIOS DE COLOR CON  NH3
	“Avivamiento  del color de la Sub-franja

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

	                 IDENTIFICACIÓN
	Fluorescencia. Azul (Rf 0.87) debido a la presencia de cumarinas y fluorescencia amarilla leve (Rf: 0.75) de los antranoles.

Con el revelador de Cl3Fe en el Visible se han identificado 4 zonas de color azul oscuro en el rango 0 – 0.68 . Mientras que con Cl3Al se han observado a la luz UV365 tres zonas de fluorescencia amarilla en el rango  0.31 – 0.80 debido a la prescencia de flavonoides


2.3.3 Estudio Toxicológico

· Toxicidad aguda (Dosis Límite)

En el ensayo de toxicidad aguda, no se observaron signos de toxicidad en ningún grupo experimental, como se muestra en la Tabla N° 1.
Tabla N°1.    Porcentaje del peso relativo de los órganos – Método de Dosis  Limite.

  Órgano 
        Spondias mombin L. (2000 mg/kg/pc)

     
Control    Negativo.




  ♂

   ♀


               ♂
              ♀




  Cerebro
       1.36 ± 0.09
         1.49 ± 0.41



        1.35 ± 0.20
        1.22 ± 0.13

  Corazón 
       0.42 ± 0.07            0.38 ± 0.05



        0.62 ± 0.03
        0.54 ± 0.04

  Pulmones
       0.78 ± 0.13
         0.79± 0.30                                      0.80 ± 0.10           0.75 ± 0.07

  Estomago                 0.98 ± 0.13            0.79 ± 0.20                                     1.43 ± 0.20           0.94 ± 0.06

  Bazo                         0.91 ± 0.17            0.75 ± 0.27                                     0.89 ± 0.18           0.74 ± 0.12

  Higado                      6.76 ± 0.73           6.00 ± 0.86                                      6.97 ± 0.32           6.48 ± 0.21

  Riñon Derecho          0.84 ± 0.08           0.72 ± 0.17                                     0.75 ± 0.04           0.64 ± 0.09

  Riñon Izquierdo        0.79 ±  0.08          0.63 ±  0.12                                     0.71 ±  0.05         0.59 ±  0.11                                    

· Ensayo de Anomalías en la cabeza de los espermatozoides de ratón
En el ensayo de anomalías en la cabeza de los espermatozoides de ratón, no se observan diferencias significativas en los pesos de los testículos y epidídimos,  indicadores de toxicidad en relación al control negativo. Con la dosis utilizada no se observa un aumento en la proporción de cabezas anormales. En relación con los tipos de amonalias predominantes (Tabla N° 2), el aumento observado fue en su mayoría al incremento en la proporción de cabezas amorfas.
Tabla N° 2.   Efecto del extracto sobre la frecuencia de cabezas anormales de los espermatozoides de ratón.

     Tratamiento 

Peso de         Pesos de        Espermatoz.
              Espermatoz. Anomales (%)
                                         Testiculos     epididimos     Anormales (%)
     Amorfo       Banana
Sin Gancho

X ± SD
         X ± SD              X ± SD     X ± SD     X ± SD          X ± SD                                   


Extracto acuoso de

Spondias mombin L.
0.23 ± 0.03     0.06±0.02       19.5 ± 6.07
   6.08 ± 1.16    2.3 ± 1.01   11.12 ± 3.87

(2000 mg/kg/pc)



Control Negativo.
0.20± 0.04      0.05±0.01      18.2 ± 2.89
  9.00  ± 2.54    2.55 ±1.68   6.65 ± 3.24  

Control Positivo.

Ciclofosfamida.

0.18±0.02       0.07±0.02     33.42 ± 5.72
  16.82 ±3.16    6.9 ± 2.10     9.7 ±  3.86
(50 mg/kg/pc)



X ± SD = Promedio y Desviacion estándar.

2.3.4 Estudio Farmacológico

· Evaluación de la actividad analgésica

En la Tabla N° 01 se indica el promedio de reacción de los animales al  estimulo térmico doloroso(Hot - Plate) en función del tiempo en los diferentes grupos tratados. 

En  la tabla N° 02 se indica el porcentaje del Efecto Analgésico de Spondias mombim L. mediante el modelo de Hot – Plate, evidenciándose que a dosis de 200 mgKg-1 presenta una leve actividad a los 30 minutos post – tratamiento, en cambio a dosis de 100 mgKg-1 no presenta actividad analgésica, en relación al control positivo.
En la Tabla N° 03 se indica promedio de las contorsiones abdominales en función del tiempo de los diferentes grupos tratados, evidenciándose que  el grupo experimental de Spondias mombim L. a dosis de 100 mgKg-1 presenta un promedio de 24.8 ( 11.054, no existiendo una gran diferencia con el grupo de Spondias mombim L. a dosis de 200 mgKg-1 cuyo promedio fue de 23.6 ( 11.013, en relación al grupo control negativo(36.5 ( 17.058). 
En la Tabla N° 04 se indica el porcentaje de la actividad analgésica de Spondias mombim L.  mediante el modelo de Contorsiones Abdominales presentando mayor actividad a dosis de 200mgkg –1, cuya actividad analgésica fue de 35.34 %; no existiendo una diferencia marcada  con respecto a la  dosis de 100 mgKg-1 cuya actividad analgésica fue de 32.05 %.
EVALUACIÓN ANALGÉSICA DEL EXTRACTO ACUOSO LIOFILIZADO DE LA CORTEZA DE Spondias mombim L.
Tabla N° 01.  Promedio de Reacción de los Animales al  Estimulo Térmico Doloroso en los Diferentes Grupos Tratados.

	GRUPO
	TIEMPO(minutos)

	
	Basal
	30
	60
	90

	Indometacina 
	2.558 ( 0.228
	2.854 ( 0.711
	3.648 ( 0.964
	2.706 ( 0.151

	Spondias mombim L. 100 mgkg-1
	2.45 ( 0.537
	2.298 ( 0.589
	2.39 ( 0.471
	2.404 ( 0.377

	Spondias mombim L. 200 mgkg-1
	2.254 ( 0.321
	2.595 ( 0.359
	2.482 ( 0.632
	2.482 ( 0.363


Nota: El promedio de reacción al estimulo térmico doloroso están expresados en segundos.  

Tabla N° 02. Porcentaje del Efecto Analgésico de Spondias mombim L. Mediante el Modelo de Hot - Plate.

	GRUPO
	TIEMPO(minutos)

	
	30
	60
	90

	Indometacina
	11.57
	42.61
	5.79

	Spondias mombim  L.

100 mgkg-1
	- 6.2
	- 2.45
	- 1.88

	Spondias mombim L. 

200 mgkg-1
	15.12
	10.11
	10.11


Tabla N° 03.  Promedio de las Contorsiones Abdominales en Función del Tiempo de los Diferentes Grupos Tratados.

	GRUPO
	TIEMPO (minutos)
	X ( SD

(total)

	
	0 – 5
	5 – 10
	10 – 15
	15 – 20
	20 – 25
	25 - 30
	

	Control Negativo
	0.25 ( 0.5
	0.25 ( 11.955
	8.75 ( 4.573
	5.57 ( 2.5
	4.75 ( 1.5
	6.75 ( 4.991
	36.5 ( 17.058

	Indometacina
	0 ( 0
	2.0 ( 2.708
	5.5 ( 2.645
	5.75 ( 2.362
	2.5 ( 1.732
	2.0 ( 1.632
	17.75 ( 2.061

	Spondias mombim L.

100 mgkg-1
	0 ( 0
	2.8 ( 4.381
	6.6 ( 4.219
	5.8 (  2.167
	4.2 ( 4.549
	5.4 ( 3.435
	24.8 ( 11.054

	Spondias mombim L.

200 mgkg-1
	0.2 ( 0.447
	4.6 ( 2.302
	5.6 ( 3.361
	5.6 ( 3.361
	4.2 ( 3.033
	3.4 ( 2.302
	23.6 ( 11.013


Tabla Nº 04. Porcentaje del Efecto Analgésico de Spondias mombim L. Mediante el Modelo de Contorsiones Abdominales.

	GRUPO
	% de Actividad Analgésica

	Indometacina
	51.36

	Spondias mombim L.

100 mgkg-1
	32.05

	Spondias mombim L.

200 mgkg-1
	35.34


2.3.5 Estudio Aerotécnico

· Condiciones climáticas y suelos

Es una planta tropical, que desarrolla bajo condiciones de 1500 – 3200 mm de precipitación, 25-27°C de temperatura promedio y 70 -80% de humedad relativa, crece em suelos de restingas con textura franco-arcillo-limoso, con  pH de 5.6, buen drenaje, pudiendo establecerse en pisos no inundables en suelos con buena cantidad de materia orgánica y textura franca a franco arcillosa.

· Propagación Botánica

Cuadro N° 01:

% Germinación de semillas de “Ubos”

	Orden de 
	Tratamientos
	Promedio
	*

	
	Clave
	
	
	

	1
	T2
	Endocarpo  remojadas por 48 hrs
	77%
	a

a



	2
	T1
	Endocarpo sin remojar
	75%
	


* Tratamientos con la misma letra no difieren estadísticamente.

En este cuadro se presenta la germinación de semillas donde vemos una ligera superioridad numérica de las semillas provenientes de endocarpos remojados en agua por 48 horas,  no existiendo  diferencias estadísticas.

Asimismo se pudo observar la germinación de una sola semilla por cada endocarpio sembrado, luego de seis meses de la siembra.

· Estudio Fenológico
Cuadro N° 01.- Fenofases de Spondias Bombin “Ubos”
Jardín Botánico IMET-ESSALUD

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

	Bro


	Bro

Flo
	Hoa

Flo

Dfr
	Hoa

Dfr

Maf
	Hoa

Maf
	Def
	Bro
	Bro

Flo
	Hoa

Flo

Dfr
	Hoa

Dfr

Maf
	Hoa

Maf
	Def


Donde:



Def
 =   Defoliación 

Bro
 =   Brotamiento



FLo
 =  Floración



Dfr
 =  Desarrollo de frutos 



Maf
 =  Maduración de frutos



Hoa
 =  Hojas adultas.

Se ha llegado a determinar seis (06) fenofases bien definidas; caracterizándose por tener una fase de defoliación o caída follaje, por lo que es considerada como una especie caducifolia.

Debemos indicar que éstas fenofases pueden variar en algunas semanas de año en año.

· Evaluación de plagas y enfermedades
Se presentan eventualmente ataque de hormigas cortadoras del género Atta sp., los cuales defolian gran parte del follaje. Asimismo se puede observar la presencia de queresas sesiles (Ceroplastes sp.), los cuales debilitan el tejido sobre todo cuando se ubican en los pedúnculos florales, desarrollando sobre las hojas inferiores el hongo de la fumagina (Fumago sp.) las cuales interfieren en la actividad fotosintética; sin embargo las lluvias las lavan periódicamente.

También en los frutos eventualmente se puede encontrar el ataque de “mosca de la fruta” /Anastrepha sp.) los cuales aceleran la maduración y la desmejoran la calida de las mismas.

· Cosecha y Post-cosecha de la corteza
Esta debe de realizar en lo posible después de la cosecha de los frutos, es decir en la defoliación y por secciones, para no afectar el desarrollo normal de l aplanta y permitir la recuperación del tejido asimismo no alterar la producción de frutos. Para árboles de 8 años de edad es posible obtener hasta 4kg. de corteza/año/árbol. La corteza luego de cosechada debe ser secada en trozos pequeños para lograr un secado (a 40°C) por espacio de 8 días.
2.4.
DISCUSIÓN

2.4.1. Estudio Etnobotánico y Botánico
· Estudio Etnobotánico

El reconocimiento recabado de los curanderos y herbolarios respecto al uso e la corteza como antihemorrágica, antiséptica vaginal, antihemorroidal, antileishmaniásico, antituberculosos y en úlceras gastrointestinales, tiene relación con la información bibliográfica revisada.

· Estudio Taxonómico y Descripción Botánica

La terminología empleada en las categorías taxonómicas para ambos sistemas de clasificación (Engler y Cronquist) presenta una marcada diferencia, manteniéndose invariable para el Orden, Familia, Género y Especie.
Las características encontradas en la especie conocida vulgarmente como Ubos tiene concordancia respecto a la familia ANACARDIACEAE descrito por Vásquez y Rojas (2004) y al género Spondias descrito por Gentry (1993), solamente la pulpa del fruto no es abundante, siendo la excepción en este género la especie S. dulcis, que es la única que presenta abundante pulpa.
· Estudio Macromorfológico 

Las características morfológicas encontradas en la corteza del Sapondias mombin está corroborado tanto por Pinedo (1997) respecto a la especie, como por Gentry (1993) respecto al género.

Las características macromorfológicas encontradas en las hojas del Ubos, está corroborada por Vásquez y Rojas (2004) respecto a las hojas de la familia ANACARDIACEAE y por Gentry (1993) respecto a las hojas del género Spondias.



2.4.2. Estudio Farmacognóstico

· Obtención del extracto acuoso liofilizado de la corteza

La extracción acuosa de especies vegetales por cocción es la más fácil y utilizada para obtener medios curativos en el tratamiento de enfermedades, utilizando proporciones variables de menstruo y droga hasta lograr una diferencia de concentración  de principios activos a favor del extracto, manteniendo para ello  un tamaño de partícula adecuado,6,7  exponiendo una mayor superficie de contacto  todo lo cual permite que se produzca una buena difusión celular pasiva.

Los extractos acuosos tienen una estabilidad poco duradera una vez preparados y deben ser utilizados en un tiempo relativamente corto,8  para evitar el deterioro de los mismos hemos procedido a restarle el agua del extracto mediante liofilización, es decir el secado a presiones y temperaturas bajas.7

· Características farmacognósticas del extracto acuoso de la corteza

En forma general el nivel de elementos extraños cumple con lo establecido por la Farmacopea Española  (no mas del 2%  m/m).6 

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 allí publicadas 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%.7 

Un contenido de cenizas superior al permitido indica generalmente un procedimiento de recolección y almacenamiento inadecuado.7

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 .

El contenido de sustancias solubles de la droga que mide en alguna forma el rendimiento de la droga o el poder extractivo del agua y es utilizado cuando no existe métodos para determinar los constituyentes activos por procesos químicos o fisico-químicos. 7

El examen preliminar o tamizaje fitoquímico de la droga dio como resultado la presencia de :esteroides, flavonoides, saponinas, fenoles y quinonas evidenciado por Brack en 19998. Además  hemos encontrado: cumarinas, aceites esenciales – grasas y azúcares reductores.

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.9

· Características farmacognósticas del extracto acuoso de la corteza
En forma general se analizaron las propiedades organolépticas del extracto acuoso, presentando un color pardo-ambar, debido a la descomposición de la clorofila en feofitina5

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.

El extracto acuoso liofilizado fue extraído con metanol y sometido a ensayos cromatográficos en capa fina unidimensional ascendente, utilizando como fase fija silicagel F 60 y como fase movil al sistema AcOEt: MeOH: H2O: NH3 , en la proporción de 100: 13.5: 10: 1; al no obtener resultados  satisfactorios se decidió por un sistema más polar.

Los mejores resultados se obtuvieron con el sistema MeOH: AcOEt: H2O: NH3 , en la proporción 40: 70: 5 :2. fueron observados en el visible manchas de color pardo, pardo  - amarillas;  en  UV254  manchas pardas-rojizas y verdes.  Mientras que con UV265  manchas pardas, verdes, azules y amarillas. 

Al revelar la placa con el reactivo de Borntrager y ser analizado en el UV365  se observó una fluorescencia azul (Rf = 0.87) lo cual demostraría la presencia de cumarinas.y fluorescencia amarilla en caso de los antranoles ; pero cuando la placa es aspersada con ácido sulfúrico-vainillina y observada en el visible, se aprecian manchas rojas y violaceas que nos indicaría la presencia de saponinas; al revelar con Cl3Al 1% y observar a la luz UV365 se aprecian fluorescencias amarillas, por presencia de compuestos fenólicos tipo flavonoides  y cuando es aspersada con Cl3Fe se obtienen manchas de color azul oscuro.

La identificación preliminar en el extracto de: esteroides, antranoles, quinonas  flavonoides,  fenoles y taninos, azúcares reductores, saponinas,  glicósidos, ,  coincide con lo encontrado en el tamizaje fitoquímico de la droga y por lo mencionado por Brack en 1999.6 

2.4.3. Estudio Toxicológico

-
Toxicidad aguda (Dosis Límite)

La aplicación de los métodos alternativos al campo de la toxicología es reciente y coincide con la oposición social al uso indiscriminado de animales de experimentación4,5. En este estudio se realizó el método de Dosis Límite, aprobado por la OECD desde 1996 y se comprobó la inocuidad de este extracto en una exposición aguda.
· Ensayos de anomalías en la cabeza de los espermatozoides de ratón 

En la evaluación genotóxica del extracto acuoso liofilizado de Spondias mombin L. no mostró efecto mutagénico, ya que el porcentaje de anomalías en la cabeza de los espermatozoides de ratón, no fue significativamente diferente en el grupo tratado con relación al control negativo3. De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluación se puede asumir que se trata de un extracto donde, o bién no existen componentes con acción mutagénica, o de existir estos no se encuentra en las concentraciones críticas para que ejerzan su efecto. Es importante considerar la existencia de condiciones propias de la fisiología animal como son los procesos de absorción, distribución, metabolismo y excreción, de manera que el presunto agente genotóxico de la planta podría ser inactivado por diferentes sistemas enzimáticos, entre ellos el hepático y por lo tanto incapaz de desencadenar daño a nivel de ADN del órgano diana1.
2.4.4.
Estudio Farmacológico

-
Evaluación de la actividad analgésica

En  los modelos experimentales aplicados, los resultados obtenidos con Spondias mombim L. fue diferente de forma  significativa a dosis de 100mgKg-1. 

De estos resultados podemos inferir que Spondias mombim L. a dosis de 100 y 200 mgKg-1 presenta actividad analgésica de tipo periférico(Contorsiones abdominales) .

El no haber encontrado actividad analgésica significativa  a dosis de 200 mgKg-1 en el modelo “Hot – Plate”  podría explicarse por la menor eficacia de esta técnica , y a que la misma aunque mide analgesia en sentido general, expresa quizás en mayor grado la analgesia de origen central(16).

2.4.5.

Estudio Agrotécnico


-
Codiciones de climas y suelos
De los resultados presentados en 2.2.51. las condiciones climáticas más favorables corresponden a climas de trópico donde el crecimiento y las fenofases se encuentran asociados a la precipitación, humedad relativa y la temperatura.1 Asimismo las condiciones edáficas apropiadas corresponden a suelos con abundante materia orgánica, textura franca a franco arcilloso limoso y acidez moderada.2,6



-
Propagación Botánica
El efecto de la inmersión del endocarpo dio origen a una ligera superioridad numérica (2%) en la germinación de las semillas frente a las sin remojar, esto posiblemente debido a la rapidez en la absorción de agua. Estadísticamente los tratamientos, son similares  siendo indiferentes a la inmersión en agua.

Asimismo está comprobado la viabilidad de una sola semilla por cada endocarpo.1




-
Estudio Fenológico
De acuerdo al seguimiento efectuado se observa que los seis (06) estados fenológicos se repiten dos veces al año, indicándonos que es posible obtener dos (02) cosechas al año tanto en frutos como de corteza. Los diferentes estados se inician con el Brotamiento (BRO), sigue la floración (FLO), desarrollo de fruto (DFR), hojas adultas (HOA), maduración de frutos (MAF) y defoliación (DEF). Debemos indicar que es una especie cuyas fenofases están bien definidas sobre todo la defoliación y fructificación coincidiendo con VILLACHICA (1996). Sin embargo, se presentan en otros meses. En comparación a la mayor producción, en Brasil recurre de Agosto a Diciembre mientras que para nuestras condiciones ocurre en los meses de Abril a Mayo
-
Evaluación de Plagas y enfermedades

De las plantas observadas, solamente las hormigas cortadoras (Atta sp) pueden constituir un riesgo para la plantación, sobre todo cuando las plantas son jóvenes. Las otras plagas y enfermedades se los puede considerar como ocasionales.

-
Cosecha y post-cosecha de la corteza

Es posible recomendar que la corteza debe ser cosechada en el estado fenológico de Defoliación, por constituir el estado de mayor acumulación de reserva. La extracción de la corteza debe ser secciones para evita la muerte de la planta y aprovechar la misma para la cosecha de frutos.
CONCLUSIONES
· El Spondias mombin L. de la familia ANACARDIACEAE es un aplanta árborea caducifolia, con hojas compuestas; flores en inflorescencia paniculada; frutos drupáceos; Tradicionalmente se usa como antiséptico vaginal, antidiarreico antihemorrágico, antihemorroidal, cicatrizante, entre otros.
·  La corteza del tronco es figurada, de 1-2cm de espesor la externa y de 2-4cm de espesor la interna; exuda resina incolora.

· El proceso de obtención del extracto acuoso liofilizado de la corteza seca de Spondias mombin, utiliza cinco operaciones básicas combinadas: cocción, decantación, filtración, congelación y liofilización.

· La proporción establecida para la preparación del extracto acuoso de la corteza seca de Spondias mombin es de 1:10 (p / v).

-
El rendimiento de la extracción acuosa de la corteza desecada de Spondias mombin L. mediante liofilización es aproximadamente de 3.42%. El extracto acuoso de la corteza de Spondias mombin L. , es un fluido opaco pardo-morado e inodoro.

-
El  pH del extracto acuoso a 20°C se encuentra dentro del rango de sustancias moderadamente ácidas y su densidad relativa en relación al agua destilada a 25°C  esta dentro del valor normal.

-
En el análisis capilar presenta una imagen  alta (aproximadamente 8.5 cm) moderadamente  coloreada de pardo claro, Irregular de bordes encrestados de color pardo claro. Sub-franja parda clara, Banda pardo-claro con algunas zonas rojizas leves y Sub-banda pardo-claro donde se aprecian zonas rojas de moderado a intenso. 

-
Al ser expuesto la imagen a la luz UV365  presenta fluorescencias celeste en la franja y blanca en sus bordes; amarilla en la Sub-franja y blanca en la banda ;y “avivamiento” del color de la iSub-franja cuando es expuesto al amoniaco.

-
La cantidad de sólidos totales que contienen 100 ml del extracto es 0.8g.

-
En el extracto se han identificado principalmente: esteroides, antranoles, quinonas  flavonoides,  fenoles y taninos, azúcares reductores, saponinas. 

-
El extracto acuoso liofilizado de Spondias mombin L. no presentó signos de toxicidad a dosis de 2000 mgkg-1  clasificándola como “Ligeramente tóxica”.
· El estudio genotóxico, no se encontraron incremento significativo de anomalías en la cabeza de los espermatozoides de ratón, lo cual implica que no hubo actividad mutagénica.

-
El Extracto Acuoso Liofilizado de la corteza de Spondias mombin L. administrada por vía oral, presenta efectos analgésicos periféricos, mas no efecto analgésico central en las dosis ensayadas.

-
Es una especie adaptada a condiciones de trópico húmedo (suelos ácidos, precipitaciones frecuentes, alta temperatura y alta humedad relativa). La propagación se debe realizar utilizando semillas de origen sexual debiendo formarse en viveros. De acuerdo a la fenología establecida es posible realizar dos cosechas de cortezas y frutos. Las hormigas cortadoras pueden constituir un riesgo en los primeros estados de crecimiento. En plantas de 8 años de edad es posible cosechar hasta 4 kg de corteza fresca/albol/año, sin afectar el normal desarrollo de la misma. 
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