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RESUMEN

En la investigacion realizada en la semilla de Lupinus mutabilis Sweet se ha podido identificar
mediante un Screening Fitoquimico los principios activos presentes en el extracto acuoso,
determinandose los alcaloides totales.

Se ha evaluado la toxicidad aguda (DL50) tanto del extracto acuoso como de los alcaloides
totales obtenidos de la semilla.

En el extracto acuoso de las semillas se ha evidenciado la actividad antiinflamatoria (aguda y
subcrénica) en modelos experimentales, administrandose el Lupinus por via oral a una dosis de 2000
mg/Kg de peso. La inflamacion fue evaluada por diferentes técnicas utilizando la técnica de
Granuloma de Pouche con trementina en ratas (Inflamacion sub-crénica) y edema plantar con formol
al 1 % y ovoalbimina al 50% en S.S.l.(Inflamacién aguda) en ratones, siguiendo las técnicas
estandar del CYTED, obteniéndose el efecto maximo de inhibicién de la inflamacion a los 80 minutos
en comparacién con los 60 minutos corres-pon dientes al diclofenaco (30 mg/Kg) mostrando un
porcentaje de inhibicién de 66% frente al 100% del farmaco estandar. La DL50 del extracto acuoso
por via oral fue de 3500 mg/Kg de peso y de los alcaloides totales administrados por via oral fue de
600 mg/Kg.

Los alcaloides han sido identificados por TLC (Cromatografia en capa fina) y HPLC comparando-
10 con estandar de esparteina.
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Ovoalbimina, Toxicidad, Alcaloide, HPLC.

ABSTRACT

In the investigation carried out in the seed of Lupinus mutabilis Sweet it has been possible to
identify by means of a Screening Phitochemistry the present biologically active principles in the
watery extract in boiled, being determined the total alkaloids.

The acute toxicity has been evaluated (LD50) so much of the watery extract as of the obtained
total alkaloids of the seed.

In the watery extract of the seeds the activity antiinflammatory has been evidenced (acute and
subchronicle) in experimental models, being administered the Lupinus for oral route to a dose of 2000
mg/Kg of weight. The inflammation was evaluated by different techniques using the technique of
Granuloma of Pouche with trementin in rats (Inflammation sub-chronicle) and inflammatory to plant
with formol to 1 % and ovoalbumina to 50% in S.S.I. in mice, following the standard techniques of the
CYTED, being obtained the maximum effect of inhibition from the inflammation to the 80 minutes in
comparation with the 60 minutes corresponding to the dic10fenac (30 mg/Kg) showing a percentage
of inhibition of 66% in front of 100% of the standard drug. The LD50 of the watery extract in boiled for
oral route it was of 3500 mg/Kg of weight and of the complete alkaloids administered for oral route it
was of 600 mg/Kg.
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The alkaloids have been identified by TLC (Thin layer chromatography) and HPLC comparing it
with standard of Spartein.
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Toxicity, Alkaloid, HPLC.

INTRODUCCION

La Medicina Alternativa constituye una valiosa contribucidon en la solucién de problemas en la
Salud Publica, los cuales son tan criticos como la falta de medicamentos, ademas de los altos
precios de estos, en el mercado nacional e internacional que los hace inalcanzables para aquellas
personas de menores recursos econdémicos, asi como la gran diversidad de manifestaciones
adversas y el incremento de interacciones medicamentosas.

Actualmente se estan realizando estudios para evaluar los efectos de las diferentes plantas
medicinales de acuerdo al uso popular que se les atribuye, e investigando los principios activos
responsables de una determinada accién farmacoldégica y los metabolitos secundarios que
presentan. Sin embargo, la falta de conocimientos tecnolégicos, el desconocimiento o la inexistencia
de métodos y procesos de control de calidad y estandarizacién, asi como la falta de investigacion y
desarrollo en agrotecnologia, tecnologia farmaceutica y validacién, como también la dificultad para
obtener plantas medicinales de buena calidad y en cantidades suficientes, se sefialan como causas
para la baja calidad de los productos latinoamericanos.

En la actualidad proliferan capsulas, tabletas, extractos, etc, preparados a partir de especies
vegetales que se utilizan en la Medicina Tradicional. En muchos casos la colecta, identificacién
taxondmica de la especie, técnicas de extraccion, estandarizacion y homogenizacién de los
productos y pruebas farmacoldgicas y clinicas, son manejadas a libre albedrio.

Para obtener credibilidad en la Medicina Tradicional, la identidad de la especie vegetal es un
factor importante, pues la fuerte demanda coadyuva a la adulteracion de las plantas medicinales.
Para ello se hace necesario desarrollar procedimientos de identificacién rapidos y seguros que en
algunos casos consisten en la obtencion de espectros ultravioletavisibles de extractos
hidroalcohdlicos obtenidos de especies vegetales clasificadas e identificadas fehacientemente.
Dichos espectros sirven como patrones de referencia, de tal manera que al analizar una muestra
(una planta o un preparado de la misma) su espectro UV se compara con dichos patrones, logrando
una identificacion rapida y segura (5,28,42). Estos espectros también permiten realizar estimaciones
cuantitativas a fin de evaluar diferentes técnicas de extraccion y cuyos resultados serdn de suma
utilidad para la industrializacion de dichas especies, asi como para la estandarizaciéon de los
productos comparandolos con sustancias patrén o estandar a fin de determinar cualitativa y
cuantitativamente la cantidad de principios activos presentes en un determinado extracto con
actividad farmacoldgica.

El Lupinus mutabilis Sweet es una leguminosa oriunda de los Andes Sudamericanos, las
semillas desamargadas y en cocimiento son utilizadas por el poblador andino de nuestro pais como
alimento y como planta medicinal. Crece sobre los 3,850 msnm, se puede hallar desde Venezuela
hasta Chile. Utilizando HPLC desarrollamos una técnica que nos permitié realizar la determinacion
cualitativa del alcaloide Esparteina.

Si bien es cierto que Lupinus mutabilis Sweet (chocho) ha sido muy estudiado desde el punto de
vista nutricional, bromatolégico (29,42) e incluso los alcaloides han sido identificados por
cromatografia gaseosa por diferentes investigadores, sin embargo esta especie que planteamos en
el proyecto es una variedad traida desde Huancayo de la estacion experimental "EI Mantaro"
U.N.C.P. (19) la cual podria o no tener los mismos alcaloides u otros; teniendo en cuenta que la
mayoria de cultivos varian en su desarrollo vegetativo, reaccionando a plagas y enfermedades y por
10 tanto el rendimiento y composicién quimica varian segun la época de siembra debido a que, estas
también cambian las condiciones ambientales que influyen tanto en el metabolismo de la planta
como en la densidad de las poblaciones de insectos y el ataque de hongos.

Ademas, se consideran factores intrinsecos (Quimiotaxonomia, variabilidad quimica),
extrinsecos (agronomia, cultivo), procedencia (diferencia entre los lotes), tecnologia (diferencia en el
procesamiento), estabilidad (condiciones de almacenamiento) que influyen en la composicion
quimica de los productos fitoterapéuticos.



El Lupinus ha sido tradicionalmente considerado de gran valor nutritivo (21) por su alto contenido
de proteinas (38.9%), grasa (17.1 %), calorias (411 cal/100g), y alcaloides (3.5%-4.2%) que no per-
miten su consumo directo, debiendo previamente eliminarse estos.

El producto liquido del desamargado (6,8,11) es utilizado por pequefios agricultores para
combatir a las garrapatas en el ganado ovino y en camélidos sudamericanos, asimismo se utiliza
como regulador del crecimiento o fertilizante en los cultivos de maiz, trigo, soya y papa.

Cross y col. (20) mediante un Proyecto de la Cooperacion Alemana GTZ y el INS trataron de
industrializar el Lupinus para el consumo humano, objetivo que no fue concluido, ya que no encon-
traron una técnica adecuada para el desamargado de la semilla.

Inicialmente se realizaron en Sudan-Africa estudios experimentales preliminares en los cuales
demostraron que el extracto alcohdlico de las semillas del Lupinus termis tenia una actividad
antieczematosa. En Peru en la Fac. de Farmacia y Bioquimica de Trujillo (4), se realizé un estudio
del extracto alcohdlico de la semilla de LmS para evaluar, en conejos, si poseia efecto
antiinflamatorio similar al que posee la especie africana Lupinus termis. En el estudio fitoquimico del
extracto alcohdlico de las semillas del LmS determinaron cualitativamente sus componentes mas
caracteristicos: Alcaloides, Esteroides, Saponinas y Taninos, teniendo como premisa el trabajo de
investigacion de la planta Euphorbia hipercifolia "Lecherita” y al notar similitud de sus principios
activos, estos investigadores asumieron que el efecto antiinflamatorio era debido, probablemente, a
los Esteroides, Saponinas y Taninos del LmS y para demostrar dicho efecto, prepararon una pomada
a concentraciones 10% Y 20%, a partir del extracto alcohdlico, que fue aplicada a un grupo de
conejos con inflamacion producida por Trementina. Asi demostraron que la pomada al 20% tenia
mayor efecto antiinflamatorio a las 24 horas en comparacién con la pomada al 10%.

En otros estudios mediante procesos quimicos analiticos se ha podido definir claramente que la
semilla del Lupinus tiene una gran cantidad de Alcaloides Quinolizidinicos (Q) (39), que varia de 0,02
a 4,45% vy dichos alcaloides reportados son la Lupanina, Esparteina, 13-OH- Lupanina, 4-OH-
Lupanina, Isolupanina, entre otros componentes secundarios como Esteroides, Saponinas.

La Esparteina y la Lupanina son algunos de los alcaloides Quinolizidinicos de LmS, que dan
lugar a efectos farmacoldgicos.

Mediante estos estudios se logré comprobar que la Lupanina es mas activa y su accion
farmacolégica es inmediata en comparacion con la Esparteina, debido a que la Lupanina se difunde
mas rapidamente a través de las membranas bioldgicas, y la duraciéon de su actividad es mas corta
que la Esparteina. Esto demuestra que dichos Alcaloides puros o en forma de sales (Clorhidrato s y
Sulfatos) administrados en dosis altas actGan como téxicos, pero cuando se administran en dosis
moderadas actian como medicamento.

Las saponinas, glicésidos esteroideos, que se encuentran en varias familias de la clase mono-
cotiledéneas, Lupinus, Liliaceae, tienen la propiedad de hemolizar los glébulos rojos y formar una
espuma abundante y estable al agitar sus soluciones acuosas.

Teniendo en cuenta la necesidad actual del aprovechamiento de los recursos que nos brinda la
naturaleza para el beneficio del hombre y que deben usarse en forma racional segura y efectiva, se
ha realizado el estudio pre-clinico de las semillas en cocimiento de Lupinus mutabilis Sweet con el
objetivo de determinar primeramente la dosis letal 50 y posteriormente evaluar la actividad
antiinflamatoria de esta planta y de sus alcaloides presentes.

Generalidades: Composicion quimica de Lupinus mutabilis sweet
Caracteristicas y propiedades de los alcaloides de Lupinus:

Lupinina.- C10H10NO. Octahidroquinolizina-1-metanol, fué aislada en los granos del lupino
amarillo en 1835 por Cassola y obtenida por primera vez por Zinert (1865). Segin Leonard (1953) la
férmula molecular correcta fue asignada en 1962 por Willstaster; siguiendo los trabajos realizados
anteriormente se comprobé que los grupos funcionales en la molécula solamente fueron un atomo de
hidrogeno terciario y un carbonil, la presencia del grupo hidroxilo fue firmemente establecida por la
formacién de derivados de benzoil y un feniluretano y por deshidratacion de la Lupanina anhidra



C10H17N, por medio del &cido sulfurico y la posible biosintesis de la Lupinina del aldehido
aminovalérico(de la lisina) ha sido mencionada por Schop(1931-34).

La Lupinina se caracteriza por tener la forma de prismas ortorémbicos, es soluble en agua, éter,

alcohol o cloroformo, es una base fuerte. La forma racémica de la Lupanina fue sintetizada por
Becheleide en 1951.

Laigon, establecid que la Lupanina, al igual que la Esparteina y Trilupanina, tiene accion
estimulante sobre el masculo uterino de conejo.

Alfa Isolupanina C15H24N20, es un isémero ciscis de la Lupanina, Mariot et. al. citados por
Leonard (1953) establecieron 10 ciclico de este isémero de la Lupanina y ademas por espec-
trometria (absorcion infrarroja), determinaron la posicion del enlace con el oxigeno.

La D alfa isolupanina es entoces un diasteroisémero de la Lupanina.

En la determinacién de alcaloides en una muestra de Lupinus con un promedio de 12 determina-
ciones por Cromatografia de Gases (5), realizado en el afio 1981 por el Instituto Nacional de Salud

informe N°7 de Noviembre de 1981 por el Dr Rainer Gross Graff y el Dr Luis Tuesta Vargas se tiene
los siguientes datos:

Tabla 1: Contenido de alcaloides en semillas y en el
contenido total del LmS.

Alcaloides Contenido Contenido
de Alcaloides de Alcaloides
g/100 g. de g.alcaloides
muestra g/100 totales

Sp (Esparteina) 0.180-0.524  5.6-14.4

N-me-

Angustifolina 0.028-0.139 1.2-49

a-i-La 0.005-0.018 Trs- 1.1

La 1.440-2.659 51.1-70.9

4-OH-La 0.143-0.463 2.7-15.9

13-OH-La 0.227-0.567 7.1-20.0

4,13 -OH-La 0-0.044 0- 1.6

13-Ang-o-La 0.018-0.073 0.6-2.4

G6 0.005-0.026 0-0.9

13-Bz-O-La13-

Ci-O-La 0-00040010:0043 0-0.2 0-15

ALCALOIDES TOTALES 2.46 -3.87%

Tabla 2: Alcaloides por Espectrometria de Masas

ALCALOIDE M-+ lones mas abundantes
Esparteina 234 137 98 193 234 110
N- metil-

Angustifolina 248 207 58 112 193 248
L-isolup. 248 136 149 248 97 110
Lupanina 248 136 149248 97 110

H-hidroxilup. 264 136 150 264 98 247
13-hidroxilup. 264 152 264 165 247 55
13-ang.oxilup. 346 246 134 112 55 346




Para la determinacién de alcaloides existen muchos métodos, entre ellos tenemos:
Metodos polarogréaficos

La polarografia en la estimacion cuantitativa de los compuestos alcaloidales, tienen una
aplicacion limitada, principalmente porque un gran nimero de factores ambientales tiene
marcadas influencias en los analisis.

Métodos cromatograficos

La cromatografia en capa fina es una técnica importante para la determinacion de alcaloides
ya que permite proporcionar informaciones sobre la homogeneidad de los componentes
quimicos del producto y asi garantizar que las sustancias responsables de la actividad
farmacolégica estén presentes en los niveles adecuados y también para, de esta manera, lograr
la identificacion de la planta (marcadores). Los marcadores constituyen quimicos definidos que
estan presentes en la materia prima vegetal, de preferencia son los propios principios activos, los
cuales son destinados al control de calidad de la materia prima vegetal, de las preparaciones
fitoterapelticas intermedias y de los productos fitoterapelticos. No siempre se conoce la
constitucion quimica de la planta, cuando esto sucede es indispensable realizar su perfil
cromatografico; por ello el extracto, en condiciones definidas de analisis formara un disefio
caracteristico debido a la migracién diferencial de sus constituyentes, llamado huella digital de la
planta.

HPLC

El sistema de cromatografia liquida de alta eficiencia es una técnica cromatografica que
permite trabajar con diferentes modalidades de cromatografia: adsorciéon, reparto, intercambio
i6nico y filtracibn molecular, para esto sélo es necesario cambiar el tipo de fase estacionaria y la
utilizacion de diluyentes adecuados. El gran avance de la cromatografia liquida de alta eficiencia
consiste en la posibilidad de utilizar microparticulas, con lo cual se aumenta considerablemente
la eficiencia de la separacion.

Las principales ventajas que presenta la técnica de HPLC son:

— capacidad de separacién bastante elevada.

— separaciones a temperatura ambiente.

— no esta limitada a la volatilidad o a la estabilidad térmica de las sustancias.

— rapidez y reproducibilidad de los andlisis.

— Las muestras no son destruidas por el detector y pueden ser recogidas y utilizadas puras

(separaciones en escala preparativa).

La instrumentacién bésica consiste en: recipiente para la fase movil-bomba-inyector-
columna-detector-registrador.

Hoy practicamente todos los laboratorios que efectian analisis de constituyentes de plantas
poseen un equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia, pues permite realizar con ventajas
todas las separaciones que se llevan a cabo por cromatografia en capa fina, poder realizar los
andlisis cuantitativos de forma mucho mas eficaz y segura, el perfeccionamiento de los
detectores especificos para determinadas clases de sustancias permite un analisis selectivo de
ellas, incluso cuando se encuentran en mezclas complejas.

La utilizacién de la cromatografia de alta eficiencia para el andlisis de los constituyentes de
las plantas ha aumentado en la misma proporcién que el desarrollo de los nuevos detectores y
de nuevas fases estacionarias.

Por ello se puede definir un producto fitoterapeudtico como un fitocomplejo por el hecho de
poseer una mezcla compleja de sustancias, razon por la cual para analizar los productos
fitoterapeuticos sin poner en riesgo la eficiencia de la columna cromatogréafica sera necesario
realizar una purificacion previa a través de agentes clarificantes (carbén activado, alimina,tierra
de diatomeas, etc.).

Esta purificacion puede comprender también una extraccion selectiva de la sustancia que va
a ser analizada (p.ej. una extraccion acido base) y/o la utilizacion de otras técnicas
cromatograficas. El uso de precolumnas colocadas estratégicamente entre el inyector y la



columna, permiten la inyeccion directa de los fitocomplejos. Las sustancias que causan dafio en
las columnas son retenidas en la pre-columna, protegiendo de esta manera la columna
cromatografica.

La precolumna debe cambiarse después de un determinado nimero de andlisis. Como la
precolumna tiene un precio mas bajo que el de una columna, esta técnica permite la realizacion
de analisis mucho mas confiables, aumentando paralelamente la vida media de la columna
cromatografica.

Anélisis cuantitativo en cromatografia liqguida de alta eficiencia.

El andlisis cuantitativo se realiza normalmente a través de la técnica de calibracion con
patrén externo. Se preparan como minimo tres soluciones de un patrén de la sustancia que va a
ser analizada, con una concentracién conocida y cada una de ellas se inyecta por triplicado en el
cromatografo. Se elabora una curva de calibraciobn con los valores medios de tres
determinaciones del area o altura del pico versus concentracidon. Una vez construida esta curva
la o las sustancias se pueden cuantificar a través de su inyeccion en el sistema y la lectura del
area de la sefal correspondiente. Interpolando el valor en la curva de calibracién se obtiene la
cuantificacion de la sustancia en el fitocomplejo con alto grado de exactitud y reproductibilidad.

Las separaciones por cromatografia liquida de alta eficiencia son realizadas normalmente a
temperatura ambiente. Incluso sustancias termolébiles van a pasar por el sistema cromatogréfico
sin que ocurra degradacion, por lo cual es bastante recomendable para el uso en productos
fitoterapeduticos. El proceso puede ser automatizado, lo que permite una mejor reproducibilidad
de los resultados y aln mas, que los andlisis puedan ser realizados en las horas de la noche,
tiempo durante el cual el equipo esta desocupado.

Para el analisis de productos fitoterapeduticos, la seleccion del detector varia de acuerdo con
las caracteristicas de las estructuras que estan siendo analizadas. El detector mas utilizado es
sin duda el que mide la absorciéon en la region UV-Visible, puesto que gran parte de las
sustancias a ser analizadas absorben en esta region. Los detectores han evolucionado en estos
Ultimos afios, con el objetivo de disminuir la presencia de ruidos y aumentar la sensibilidad. Los
detectores UV-visibles por ejemplo, fueron utilizados inicialmente en onda fija, lo cual limitaba su
versatilidad. Hoy en dia es posible el empleo de detectores de longitud de onda variable o de
arreglo de diodos, pudiéndose obtener ademas el espectro de absorcion molecular de la
sustancia. La comparacién de estos espectros con los espectros que se encuentran en un banco
de datos, suministra valiosas informaciones sobre la clase quimica de las sustancias presentes
en el extracto. El espectro de masas de las sustancias separadas por un cromatografo liquido de
alta eficiencia también puede ser obtenido a través de detectores de espectroscopia de masas.
Para tal fin es necesario una interfase capaz de remover el eluyente del sistema a inyectar la
muestra volatilizada en el espectrometro de masas. Varios procesos de ionizacion pueden ser
usados como: impacto de electrones, ionizacion quimica. Los detectores ultravioleta con arreglo
de diodos pueden estar acoplados en serie con detectores de masa, suministrando durante el
proceso de analisis, los espectros ultravioleta y de masas de las sustancias aisladas.

MATERIALES Y METODOS
1. Material Biolégico:

Lupinus mutabilis Sweet, Ratones Mus musculus cepa Balb C53 de ambos sexos de dos
meses de edad de 20 a 25 g de peso corporal promedio (30), Ratas albinas consanguineas cepa
Holtman de ambos sexos, de 4 meses de edad con 2509 de peso corporal promedio (45).

2. Material gquimico-farmacoldgico:

Metanol, HCI al 1%, CHC13, NH3,Magnesio metalico, NaOH, Na2S04, Etanol, Albumina al
50%, Diclofenaco Sddico, Suero fisiolégico, Alcohol etilico 96°, Agua destilada, Acetato de Etilo,
Diclorometano, Cloroformo, Tolueno, Reactivo de Cloruro Férrico, Reactivo de gelatina, Reactivo
de Dragendorff, Reactivo de Ninhidrina, Reactivo de Shinoda, Metanol HPLC, Acetonitrilo HPLC,
Agua HPLC, Reactivo Acido clorhidrico Q,P, Acido sulfarico Q.P, Acido acetico glacial Q.P, Acido
ortofosforico.



PROCEDIMIENTOS

Recoleccion, identificacion taxonémica. La especie vegetal utilizada fue el Lupinus mutabilis
Sweet. "Chocho", "Tarwi", fue recolectada en la estaciébn experimental "EI Mantaro"UN.C.P-
Huancayo, la cual fue identificada por el Museo de Historia Natural de la UNMSM. La muestra fue
estabilizada.

Para el estudio fitoquimico preliminar se tomaron grs. de lupinus, se agregaron disolvente s de
diferente polaridad, luego se sometid a reflujo por 10 minutos en bafio maria ,se enfrio, se filtr6 y se
hicieron los ensayos correspondientes para cada extracto, asi mismo se realizd tal andlisis
fitoquimico del extracto metandlico que presento la actividad farmacolégica segun la Fig 1.

La determinacién de alcaloides totales se realiz6 por el siguiente método:
Se tomo6 una determinada cantidad de Lupinus pulverizada y se traté con diclorometano.

Luego se filtré al vacio, al liquido filtrado se le traté con amoniaco o hidroxido de amonio hasta
reaccién alcalina (pH=10). Luego se adicionddiclorometano, decantdndose posteriormente la
solucion y se evaporé con la ayuda de un rotavapor hasta sequedad. Mediante Cromatografia en
columna se procedi6 al aislamiento de los alcaloides, determinandose la presencia de cinco
fracciones de alcaloides quino-zilidinicos.

Para la extraccion de alcaloides puros se pesd 150g de semilla pulverizada, se sometié a
acidificacion con H2S04 al 2%, luego se alcalinizd con hidréxido de amonio a un pH 11 Y se filtro
con la ayuda de una bomba de vacio, posteriormente se realizé la extraccidon en las peras de
decantacion utilizando diclorometano como solvente.

Fig 1.- Andlisis Fitoquimico del Extracto Meta-nélogi-
co del Lupinus mutabilis, con actividad farmacologica
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Mayer Fraccion d

Esteroides: Flavonoides:Shinoda

4dmldecca Leucoantocianidinas.Rosenheim

+ 1 ml CHCI3 Esteroides: L. Burchard.

+ Retvo de Alcaloides: Dragendorff’

Liebermann Mayer




El residuo se disolvio con agua acidulada y se identificaron los alcaloides con gotas de Reactivos
generales de precipitacion:

S.R Bouchardart o Wagner.

S.R de Dragendorff.

S.R de Popoff o acido picrico.

S.R de Sonnenschein o Fosfomolibdico.

coop

El residuo alcaloidal, se pesé y se conservo en desecador para realizar los estudios. Se valoré la
cantidad de alcaloides totales, disolviendo el residuo en un exceso de acido de normalidad conocida
(HCLO04), determinando luego el exceso por valoracion contra una solucion alcalina conocida.

Para realizar el perfil cromatografico de alcaloides se trabajé con el crudo de alcaloides disuelto
en cloroformo, aplicandose sobre el cromatofolio 10 uL de la solucién de ensayo a 10 cm del borde
inferior, luego se corrié 15 cm a partir de la linea de aplicacion utilizando como fase movil elsistema
de solventes acetato de etilo y cloroformo en la proporcion 1:1 v /v.

Una vez recorrido el cromatofolio, se revel6 atomizando con el reactivo de Dragendorff y se
midieron los Rf de las manchas positivas frente al revelador, se compararon los valores de Rf
hallados y el color de las manchas con reveladores de luz UV a 254 y 366 nm.

Para la identificacion de esparteina se utilizé tintura de yodo la cual precipita en rojo pardo al
sulfato de esparteina disuelto en el agua.

Los alcaloides del Lupinus al ser revelados presentaron las siguientes coloraciones:

Azul intenso------------ ALFA ISOLUPANINA
Purpura-------- LUPANINA'Y ANGUSTIFOLINA
Azul HIDROXILUP ANINA.

Evaluacion por HPLC

Para la lectura al HPLC de los alcaloides de Lupinus mutabilis Sweet , la muestra seca y pulver-
izada se suspendié en metanol recibiendo un tratamiento previo para la obtencion y purificacion de
alcaloides, luego se extrajeron 200 mg de material con 7 mi de metanol durante 20 minutos, a tem-
peratura ambiente y con agitacion continua, procediendo luego a filtrar la solucion recibiéndola en
una fiola de 25 ml directamente, se repitieron estos pasos dos veces mas reuniendo todos los
filtrados y se llevé a un volumen determinado con metano!. El analisis se realizd bajo las siguientes
condiciones:

Columna: RP- 18, 250-4.5 um,
Tipo de Bomba: L-7100

Fase movil:

A: 0,05% Acido ortofosférico
B: Metano!.

C: Acetonitrilo

D: Agua

Programa de Gradiente:

Tiempo /min %A %B %C %D

00 100 0 0 0
05 95 0 5 0
10 70 0 30 0
12 60 40 0 0

Temperatura: ambiente

Flujo: 1ml/min

Volumen de inyeccién: 80ul

Longitud de Onda: UV254 nm

Tiempo de retencién de esparteina: 0.86 Minutos



Tabla 3.- Andlisis Fitoquimico de semillas (LmS)

METABOLITO REACCIONES
PRUEBAS
ALCALOIDES +++ Dragendorff, Mayer,
Wagner, Popoff]
ESTEROIDES +++ Liebermann
FENOLES +++ Cloruro Férrico
FLAVONOID | - Shinoda.
SAPONINAS ++ Agua destilada
TANINOS ++ Gelatina,Acetato de
plomo, Bicromato
de potasio
AZUCARES

REDUCTORES [+++ Fehling, Tollens

AMINOACIDOS
LIBRES +++ Ninhidrina

Leyenda:(+)Presencia leve, ++moderada,
+++intensa,

Fig 2.- Cultivo de Lupinus mutabilis S. (Muestra) Fig 3.- Separacion de principios activos por Cromatogra-
— _— fia en columna.




Evaluacion Toxicoldgica

Se realiz6 el ensayo de toxicidad aguda determinandose la DL50 (mg/Kg), de acuerdo al Modelo
de Lichfield JT et al (25)., para 10 cual se formaron grupos de seis ratones cada uno, distribuidos al
azar entre hembras y machos, administrdndose el extracto acuoso en cocimiento por via peroral con
la ayuda de sondas metalicas orales en dosis crecientes teniendo en cuenta un nivel de dosis para
un solo grupo de animales en estudio, asimismo se tuvo un grupo control al que se le administré
agua destilada. Los animales fueron observados durante 24 horas para registrar las condiciones de
morbilidad o supervivencia u otros parametros de actividad motora como convulsiones y dificultades
de movimiento y a los sobrevivientes se les observd durante 7 dias, evaluandose los resultados
mediante los Probits Log (dosis-respuesta)(13)

Tabla 4.- DL50 del cocimiento de semillas de LmS.  Tabla 5.- DL50 del cocimiento de semillas de LmsS.

Ensayo preliminar (25 ratones) Ensayo final (36 ratones)
GRUPO DOSIS N° de animales| GRUPO DOSIS N° de animales
muertos muertos
I 6000 mg/Kg 5/5 ih 6000 mg/Kg 6/6
II 4500 mg/kg 4/5 IT 4000 mg/kg 4/6
111 3500mg/Kg 3/5 111 3500mg/Kg 3/6
v 3000mg/Kg 2/5 v 2000mg/Kg 0/6
v 2000mg/Kg 0/5 \ 1000mg/Kg 0/6
NI Omg/Kg Control 0/6

Fig 5.- Grafica de la DL50 (dosis respuesta) en | ¢
ratones albinos del extracto acuoso de las semillas |

del lupinus mutabilis Sweet (Chocho) Instituto de
Medicina Tradicional Andina- FMH USMP | :

muerte/supervivencia
1
WM

unt

2
(S Vivid
6242 mgiKg 4681 mg/Kg 3901 mp/Kg 3121 moiKg 2341 my/Kg

5 grupos con 5 ratones por cada concentracion

DL50 Del extracto acuoso : 3,500 mg/Kg

Tabla 6.- DL50 de los alcaloides totales de semillas de
LmS.
Ensayo final (36 ratones)

GRUPO DOSIS N® de animales

muertos
1 414 mg/Kg 0/6
LI 512 mg/kg 2/6
111 1056mg/Kg 5/6
v 1104mg/Kg 5/6




DL50 de alcaloides totales: 600 mg/Kg
Evaluacion farrnacoldgica:

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria, se realizd por el Método del edema subplantar uti-
lizando ovoalbumina al 50% en S.S.!, para 10 cual se utilizaron ratones albinos Swiss obtenidos en
condiciones normales del Bioterio del Ministerio de Salud (INS-Chorrillos) con peso corporal de 21-
33g, los cuales fueron adaptados a las condiciones de laboratorio por 48 horas y distribuidos al azar
en 3 grupos considerando un control positivo que recibié diclofenaco por via oral.

El Método del edema subplantar consiste en la administracion subcutanea de albimina en suero
fisiolégico al 50% a nivel de la aponeurosis plantar del ratdn, provocando una reaccion de caracter
inflamatorio mediada por liberacion de diversos autacoides (histamina, serotonina, bradiquinina,
prostaglandinas fundamentalmente PGEIl, PGE2, PGF2alfa, etc), la extravasacion de proteinas, tiene
lugar durante toda la respuesta.

El extracto de semillas de lupinus en cocimiento se administrd por via oral. El volumen de la pata
inyectada fue medida antes y después de la inyeccién de albumina al 50% en suero fisioldgico en el
pletismometro y luego comparandolo con el grupo control.

El Grupo | (Control) con agua bidestilada, sirvié6 como patrén.

En el Grupo Il (chocho) el porcentaje de inhibicion maxima fue de 66% y se presentd a los 80
min a la dosis de 2000 mg/Kg.

En el grupo Il (Diclofenaco R) el efecto maximo fue de 100% y se presento a los 60 minutos a la
dosis de 30mg/Kg.

Los resultados se expresan como el promedio del incremento del volumen plantar, la media del
error estandar y el porcentaje de inhibicién de la inflamacion.

Fig. 7.- Respuesta Antiinflamatoria de los grupos
Diclofenaco y Lupinus mutabilis Sweet (Chocho)
Instituto de Medicina Tradicional Andina- FMH USMP

Tabla 7.- Evaluacién antiinflamatoria

% de Inhibicon inflamatoria

120 T e —
Grupo de % DE % DE % DE -
Investiguacién INHIB.INF. INHIB.INF. INHIBINH

40 MIN. 60 MIN. 80 MIN.
Control 0 0 0 80 1
Diclofenaco 90 100
Lupinus 80 ]
mutabilis 63 64 66

40

| -“J’n INH A LOS 60 MINUT
os

[0y, Nk A LOS 80 MINUT
os

DICLOFENACO

GRUPO

LUPINUS



Fig 8.- Andlisis por HPLC del extracto con actividad far- Fig 9.- Andlisis de esparteina estandard por HPLC
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RESULTADOS

En las semillas secas y pulverizadas de L.m.S se ha podido evaluar la presencia de una serie de
principios activos entre ellos: alcaloides, taninos, saponinas, esteroides, compuestos fendlicos,
amino&cidos libres y azlcares. Encontrandose un 4.28% de alcaloides totales.

En el extracto con actividad farmacoldgica se ha podido constatar por HPLC la presencia del
alcaloide Esparteina en la muestra de Lupinus frente a un Estandar.

La DL50 para el extracto acuoso en cocimiento fué de 3,500 mg/Kg de peso y para los alcaloides
totales de 600 mg/Kg de peso, asimismo podemos mencionar que la toxicidad del Lupinus se mani-



fiesta por convulsiones tonico-clonicas intensas que llevaron a la muerte a los animales de
experimentacién y asumimos que posiblemente esta toxicidad pueda estar dada por los alcaloides
presentes en el Lupinus, sin embargo a dosis menores no se evidencié la muerte de ningln ratén
hasta los 7 dias. De acuerdo a la Clasificacion de Williams (DL50=3,500 mg/Kg) esta especie se
ubica dentro de plantas ligeramente tOxicas y la causa de muerte podria deberse a la depresion
respiratoria por agotamiento, como sucede con los neuroestimulantes en general.

El Extracto acuoso del lupinus mutabilis Sweet (chocho) posee efecto antiinflamatorio menor que
el efecto producido por el diclofenaco. Sin embargo podria constituir una medicina alternativa para
este tipo de afecciones.

DISCUSION Y COMENTARIOS

Al realizar la presente investigacion se observo la eficacia antiinflamatoria de esta especie a la
dosis de 2000 mg/Kg de peso en ratones 10 cual coincide con resultados obtenidos con la pomada
aplicada a conejos a una concentracion del 20% del extracto de semillas de lupinus realizado en la
Universidad Nacional de Trujillo(14) aplicado por via externa, los cuales atribuyeron el efecto a los
esteroides, taninos y saponinas que presenta esta especie procedente de Otuzco, sin embargo en la
marcha fitoquimica nosotros encontramos gran cantidad de alcaloides en la semilla al igual que
esteroides, compuestos fendlicos y saponinas por 10 que asumimos que estos alcaloides podrian ser
los principales responsables del efecto antiinflamatorio muy similar al que presenta el diclofenaco, sin
presentar dafio gastrico, hasta el momento, para lo cual estaremos realizando investigaciones
futuras a fin de probar el efecto antiinflamatorio de los alcaloides puros ya obtenidos en un mayor
namero de animales de experimentacién acompafiado con estudios anatomopatolégicos.

La presencia de alcaloides justificaria la accién antinflamatoria, asi como la ligera toxicidad que
presenta.

En el analisis por HPLC se pudo observar que el extracto con actividad farmacolégica presenté
un numero mayor de alcaloides encontrados hasta el momento para esta especie los cuales ain no
han podido ser identificados y seran motivo de posteriores investigaciones.

CONCLUSIONES

e EIl extracto acuoso en cocimiento presenta alcaloides, saponinas, esteroides, taninos,
compuestos fendlicos aminoacido libres, azlcares.

e El uso terapedtico tradicional de mayor aplicacién es como antiinflamatorio.

e En esta especie se ha podido evidenciar la presencia del alcaloide Esparteina.

e Se comprobé la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso en cocimiento de las
semillas.

e LaDLSO fue hallada a la dosis de 3,500 mg/Kg.

o Es necesario ampliar este estudio para evaluar la actividad antiulcerosa y anticancerigena
que se le atribuye a nivel popular, asi como realizar estudios de toxicidad subcrénica y
cronica para obtener una mayor seguridad en su uso.
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