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RESUMEN

Existe en el pais una gran variedad de plantas de uso terapéutico, entre ellas se
encuentra el Desmodium molliculum o cominmente conocida como Manayupa.
La Manayupa ha sido usado como depurativo, antiinflamatorio y antialérgico, pero
el conocimiento que se tiene es empirico, estas propiedades se debe
posiblemente a la presencia de compuestos quimicos secundarios llamados
flavonoides. Esta investigacion se realizo con el fin de evaluar la formacién de

complejos entre los flavonoides del Desmodium molliculum y el ion Cu (11).

Del extracto metandlico del Desmodium molliculum se extrajo los flavonoides con
la resina Diaion HP-20. El eluato del extracto se llevé a cromatografia en capa fina
y espectrofotometria UV, aprecidndose manchas en la placa y picos de
absorbancias respectivamente. Posteriormente se preparo las concentraciones de
cobre al 19%,1.25%,1.5%,1.75% y 2%, a estas soluciones se les agreg6 el eluato,
obteniendo un precipitado marrén. Se llevé el sobrenadante a cromatografia en
capa fina y espectrofotometria UV, observandose ninguna mancha en la placa

cromatografia y ninguna absorbancia en la lectura al espectrofotbmetro UV.

Se concluye, hay formacion de complejo cobre-flavonoide con el eluato del
extracto y todas las concentraciones de cobre usadas en esta investigacion
formaron el complejo cobre-flavonoide. También se determin6 que a mayor

concentracion de cobre, mayor fue la formacion del complejo cuprico.

PALABRAS CLAVE: Manayupa; Complejo cuprico; Precipitado insoluble;

Flavonoide



ABSTRACT

There in the country a great variety of plants have been used on therapeutic,
between them one finds the Desmodium molliculum or commonly known as
Manayupa. The Manayupa has been used like depuratively, antiinflammatory and
antiallergic, but the knowledge that had is empirical, these properties are by the
presence of chemical secondary compounds so called flavonoids. This
investigation was realized in order to evaluate the formation of complexes between

flavonoids of the Desmodium molliculum and the ion Cu (ll).

From the metandlic extract of the Desmodium molliculum was extracted the
flavonoids with Diaion HP-20 resin. The eluato of the extract was to
cromathography and spectrophotometry UV. Appreciating spots in the plate and
beaks of absorbency respectively. Later It was prepares the concentrations of
copper of 1%, 1.25%, 1.5%, 1.75% and 2%, to these solutions the eluato was
joined, obtaining a brown precipitate. The supernatant was carried to
chromatography and spectrophotometry UV, where didn’t observe any spot in the

plate and any absorbency in the reading by the spectrophotometry UV.

It concludes, there formation of complex copper-flavonoid with the eluato of the
extract and all the concentrations of copper used in this investigation formed the
complex copper-flavonoid. Also one determined that to major concentration of

copper, major it was the formation of the complex copper.

KEYWORDS: Manayupa, complex copper, Insoluble precipitates, flavonoid
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INTRODUCCION

A través del tiempo, el hombre viene utilizando plantas medicinales para tratar
diferentes enfermedades, el conocimiento en la mayoria de los casos es empirico.
De modo lento hasta la actualidad va ganado especial interés el uso de plantas

medicinales.

Desde inicios del siglo XX, fueron usados como base terapéutica y, posteriormente
pasaron a usarse como productos de sintesis para los medicamentos utilizados

actualmente.

El Desmodium molliculum o conocido cominmente como Manayupa es una planta
muy usada por los pobladores de la sierra del Peru, esta distribuida en diversas
zonas del pais, entre sus principales propiedades terapéuticas estan las
depurativas, antiinflamatorias y antialérgicas. Estas propiedades medicinales que
se le atribuyen se debe a sus metabolitos secundarios, estos son los llamados
flavonoides y saponinas.

Los flavonoides poseen diferentes propiedades antioxidantes, antifungicas,
antiinflamatorias, antivirales, anticancerigenas, antidepresivas, antitrombéticas y

vasodilatadoras. @

Esta investigacion comprobd la existencia de un método para aislar los flavonoides
del Desmodium molliculum por formacién de complejos cupricos. Las sales de
cobre tienden a formar precipitados insolubles con flavonoides. La formacién de
precipitados insolubles con el cobre permitié buscar un método de separacién con

el que se logré aislar los flavonoides del Desmodium molliculum.

El presente estudio aisld los flavonoides del Desmodium molliculum y pretende

incentivar una mayor investigacion para sintesis farmacoldgica.

No se han reportado tesis sobre esta planta, por lo que la principal fuente de
informacion fue la consulta a especialistas, articulos cientificos y publicaciones de

internet.

Xi



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica

El Peru tiene una variedad de plantas medicinales que han sido usadas desde
la antigledad por nuestros ancestros hasta la actualidad, pero el
conocimiento que se tiene de sus propiedades medicinales es netamente
empirico. Todas las plantas tienen compuestos organicos secundarios como

los flavonoides, de los cuales se conoce mas de 5000 distintos. @

La planta del Desmodium molliculum o mas conocida como Manayupa, tiene
usos terapéuticos como depurativo, antiinflamatorio y antialérgico.
Actualmente en el pais se viene utilizando la Manayupa en el area de
Medicina Alternativa de los hospitales ESSALUD.

Su uso actual se basa solo en la experiencia y no en una base cientifica que
pueda avalar los efectos terapéuticos de la Manayupa. La poca o escasa
investigacion en nuestro pais sobre recursos vegetales y la falta de
informacién sobre metodologia para aislamiento de sustancias organicas
secundarias de la planta como los flavonoides, me llevé a investigar un
método de aislamiento de flavonoides por formacion de complejos cupricos,
este puede ser el primer paso para investigaciones futuras y sintesis de estas
importantes sustancias que puede derivar en el desarrollo de nuevos
farmacos derivados de los flavonoides, asi también, como una metodologia

de aislamiento de menor costo.
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1.2 Formulacién del Problema

1.2.1 Problema General
¢ Existe una concentracion de Cobre que permite la precipitacion de

flavonoides en el extracto alcohoélico de Desmodium molliculum?

1.2.2 Problemas Especificos
¢, Cudl es la concentracion de cobre necesaria para formar precipitados

insolubles con flavonoides de Desmodium molliculum?

1.3 Objetivos de la Investigacién

1.3.1 Objetivo General

Determinar la existencia de concentraciones de cobre que permite la

precipitacion de flavonoides de Desmodium molliculum.

1.3.2 Objetivos Especificos
Determinar la concentracién de cobre adecuada para la precipitacion

de flavonoides de Desmodium molliculum.

1.4 Hipotesis de la Investigacion

1.4.1 Hipotesis General
Existe concentraciones de cobre que permite la precipitaciéon de

flavonoides de Desmodium molliculum.

13



1.4.2 Hipdtesis Secundarias
Las posibles concentraciones de cobre adecuadas para la
precipitacion de flavonoides son: 1%, 1.25%, 1.5%, 1.75% y 2%.

1.5 Justificacidén e Importancia de la Investigacion

En las siguientes lineas expongo los puntos que justifican los criterios de la

investigacion.

La posibilidad de formar complejos cupricos insolubles con los flavonoides de
Desmodium molliculum, permitié buscar un método de separaciéon y poder

aislar sus flavonoides.

El Desmodium molliculum o comdnmente conocida como Manayupa es muy
usada en la serrania del pais por sus propiedades depurativas,
antiinflamatorias, antialérgicas y hasta se le atribuye propiedades
anticonceptivas. No se tiene alguna prueba cientifica de cudl es el compuesto

0 sustancia que le da estos efectos terapéuticos.

No existe un método conocido para aislar flavonoides de Desmodium

molliculum o Manayupa.

Los métodos de aislamiento de flavonoides actuales son muy costosos y usan

una tecnologia sofisticada.

14



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

Al ser una investigacion exploratoria y por los escasos estudios que se ha
hecho a esta planta, mis antecedentes no son especificos. La metodologia en
la que se baso la investigacidn fue partir de consulta a profesionales, articulos

cientificos e informacién de internet.

2.1.1. Antecedentes Nacionales

La investigacion realizada por Nancy Lozano R., Pablo Bonilla R., Jorge
Arroyo A., Gladys Arias A., Angusta Cordova R., Fabiola Baldoceda
(2001) EVALUACION FITOQUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
Desmodium molliculum concluyé que el efecto antiinflamatorio y
cicatrizante, posiblemente se debe a los flavonoides presentes en los
extractos vegetales. Asi también no hay diferencias cualitativas de los
metabolitos secundarios del Desmodium molliculum, pero si hay una
variacién cuantitativa dependiente de las zona climaticas y geogréficas

de las muestras recolectadas. ©®

La investigacion realizada por Fidel Ernesto Acaro Chiquicafia (2010)
EFECTO ANTICONCEPTIVO Y POST-COITAL DEL EXTRACTO
ETANOLICO DEL Desmodium molliculum (HBK). DC. “Manayupa”
EN RATAS HEMBRAS CEPA HOLTZMANN lleg6 a la conclusion que
el extracto etandico, al ser administrado por via oral presenta efectos
anticonceptivos y contraceptivo postcoital en ratas hembras cepa
Holtzmann, este efecto probablemente se deba a la accion de

flavonoides con accion estrogénica y no estrogénica a nivel uterino. @

15



2.1.2. Antecedentes Internacionales

La investigacion realizada por Priya R. Rao, K. Girish Kumar and Manoj
C. Narayanan (2008) UN NUEVO METODO DE AISLAMIENTO DE
ISOFLAVONAS DE SOYA POR TECNICA COMPLEJA llegé a la
conclusion que el extracto de la planta forma complejos con sales
selectivas, bajo condiciones de temperatura. Puede ser usado como
método de aislamiento de flavonoides de la misma planta.La formacion
de compuestos insolubles fue mayor con sales de cloruro (cloruro de

cobre, cloruro de cinc, cloruro de aluminio y cloruro de hierro). ©

La investigacion realizada por Regina M. S. Pereira, Norma E.D.
Andrades, Niraldo Paulino, Alexandra C.H. F. Sawaya, Marcos. N.
Eberlin, Maria C. Marcucci, Giovani Marino Favero, Estela Maria Novak
y Sergio Paulo Byslowski (2007) SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
COMPLEJOS METALICOS DE NARINGIN Y COBRE, Y SU ACCION
ANTIOXIDANTE, ANTIMICROBIAL, ANTINFLAMATORIA Y
CITOTOXICIDAD DE CELULAS TUMORALES llegé a la conclusion
gue el cobre forma un complejo con Naringin (flavonoides), uniéndose
a este en la posicién 4 y 5 de su estructura quimica. Este complejo de
Naringin con cobre (Il) demostr6 tener una mayor acciéon antioxidante,
antiinflamatoria y actividad citotoxica ante células tumorales a

comparacion del Naringin libre. ®

La investigacion realizada por Ana Victoria Carrion Jara y Candida
Rafaela Garcia Goémez (2010) PREPARACION DE EXTRACTOS
VEGETALES: DETERMINACION DE EFICIENCIA DE METODICA,
concluyé que los extractos secos obtenidos mediante la Percolacion
segun la USP XXX permite un mayor rendimiento en el 70% de las
plantas objeto de estudios comparados con el rendimiento de

extraccion.
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La investigacion realizada por Marzena Symonowicz y Mateusz
Kolanek (2012) FLAVONOIDES Y SUS PROPIEDADES PARA
FORMAR COMPLEJOS QUELATOS, demuestra las propiedades de
los flavonoides para formar complejos con iones metalicos, los
flavonoides por tener grupos hidroxilos en su estructura quimica tienden
a reducirse con metales de transicion, principalmente el ion hierro y el

cobre- ®

La investigacion realizada por Safana Ahmed Farhan (2013)
ESTUDIO EN LA INTERACCION DE COMPLEJO DE COBRE(lI)
DE MORIN Y SUS ELECTOS ANTIMICROBIALES, concluyé por
espectrofotometria que hay formacion del complejo clprico cobre-
flavonoides, demostrando que el cobre se une en la posicion 4 y 5 del

anillo C de la estructura quimica del Morin(flavonoide). ©

La investigacion realizada por Martina Medvidovi-Kosanovic, Mirela
Samardzic, Nela Malatesti y Milan Sak-Bosnar (2011)
CARACTERIZACION ELECTROANALYTICA DEL COMPLEJO
DE COBRE(II)-RUTINA, concluyé que existe formacion del complejo
cuprico con el ion cobre(ll) y la Rutina (flavonoide), demostrando gran
selectividad y estabilidad en iones metalicos alcalino como el litio, sodio,

potasio, entre otros. 19

La investigacion realizada por Dusan Malesev y Vesna Kuntic (2007)
INVESTIGACION DE QUELATOS METAL-FLAVONOIDE Y LA
DETERMINACION DE FLAVONOIDES VIA REACCIONES
COMPLEJO METAL-FLAVONOIDE, concluyé que la accion
antioxidante de los flavonoides se ve aumentada ante los radiales libres
por la quelacion con iones metalicos; ademas, detalla que la formacion
del complejo se da a un pH neutral o ligeramente basico y seria dificil la

formacién aun pH 3, por lo que se produciria una hidrélisis. 9

17



La investigacion realizada por Young-Beob Yu (2014) LA EFECTIVA
PREPARACION DE FLAVONOIDES DE Scutellaria baicalensis
Georgi POR RESINA Diaion HP-20, concluyé que el método de
extraccion con la resina Diaion HP-20 es el método mas adecuado para

la extraccion de flavonoides al comparar con diferentes métodos como
etanol 50%, 70% y 90%. 2

2.2. Bases Teodricas

2.2.1. Generalidades del Desmodium molliculum

2.2.1.1. Descripcion General

La planta de Desmodium molliculum conocida como Manayupa
es usada comunmente como depurativa y desinflamatoria de
aparato urogenital, taxonémicamente pertenece a la familia
Fabaceae (antes llamada Leguminosae) es endémica de

nuestro pais.
Nombre cientifico:

Desmodium molliculum (HBK).DC.
Hedysarum Molliculum .H.B.K.
Mehommia mollicula (H.B.K).Kuntze @

Nombre Comunes:

Segun fuentes orales y bibliograficas se le conoce con los

siguientes nombres vulgares:

Desmodium moliculum (H.B.K.) D.C. conocida con los nombres
vulgares de “manayupa” (del vocablo quechua mana: no, yupa:
contra) ®, Pata de perro, pie de perro, runa Manayupa, Pega

Pega, Allco pachque, amor seco, carrapicho. 3

18



2.2.1.2. Descripcion Fisica

Planta herbacea perenne, hojas compuestas, trifoliadas,
estipuladas y pubescentes. Inflorescencias terminales en
pequefios racimos. Flores pequefias blanco azulado o blanco
rosado. Raiz abundante, penetra profundamente en el suelo,
por lo que resisten sequias. ¥

Se observa la planta de Manayupa (véase la figura N°1)

FIGURA N°1

PLANTA Desmodium moliculum (H.B.K.) D.C. Manayupa

.01
-

—

Fuente: Ministerio del Ambiente (2015)

2.2.1.3. Origen y Distribucién natural
Nativa de los Andes del pais, ®® se desarrolla en climas frios y
alturas desde los 2800 hasta 3200 m.s.n.m, encontrandose en

México, Guatemala, Colombia y Venezuela.
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2.2.1.4.

2.2.1.5.

En nuestro pais crece en las zonas altas de la Sierra en
Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Junin, Lima, La Libertad,
Apurimac y Huaraz. ¥

Propiedades Terapéuticas

Antianafilactica, antiasmatica, antialérgica, antimicrobiana,
medianamente antiespasmadica, antiinflamatoria, antimalarial,
antiparasitaria (Ascaris lumbricoides), antitumoral, antiviral,
aperitiva (estimulante del apetito), gastritis(agua y croénica),
cronotrépico (controla la contraccién del corazén), depurativo,
digestivo (favorece el proceso de digestién), diurético,
hepatoprotector,  hipertensivo  (saponinas, hordenina),
hipolipidemica, medianamente hipotensiva (Astragalina),
inmunomodulador, inotrépico(incrementa la fuerza de
contraccion del musculo cardiaco), detoxificante de la sangre y
efecto sedacion.

Composicion Quimica

Acidos organicos, Esteroides, Saponinas:
Dehidrosoyasaponina |, soyasaponina |, Soyasaponina I,
soyasaponina lll, soyasaponegol B (soysaponina I-IV), otros
saponinas: triterpenoides; astragalina, beta-feniletilendiamina,
cosmosiin, hordenina, pelargonidina-3-orto-ramnoside,
salsolina, Tectorigenina, Tetrahidroisoquinolinas, tiramina. 6
carotenoides, vitamina Kk, rivoflavina, sales de calcio y aluminio

y ceras. ¥
i i :
Proteinas y minerales

La planta seca tiene alto contenido en proteinas y minerales:
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Azufre, Calcio, cobre, fosforo, hierro, magnesio, manganeso,

potasio, silicio, sodio, cinc. *®
Acidos grasos:

Acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico,
acido oleico, acido linoleico, acido gammalinolénico, &cido

araquidonico. 6

Los compuestos en la mayoria del género Desmodium, son

similares y solo difieren en su concentracion.

2.2.2. Generalidades de los Flavonoides

Flavo, proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo,

como la miel o el oro @

Fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy, quien en 1930
aisl6 de la cascara del limén una sustancia, la citrina, que regulaba la
permeabilidad capilar. En un principio se le denominé vitamina P
(permeabilidad) y C2 (propiedades como la vitamina C). El hecho que
fueran vitaminas no pudo comprobarse, y ambas denominaciones se
abandonaron alrededor de 1950. " El término de flavonoide se

introdujo en 1952 por Geissman y Hirreier. 8

Son producto del metabolismo secundario de los vegetales. Abundan
en las zonas aéreas jévenes y mas expuestas al sol, como hojas,
frutos y flores, la luz solar favorece su sintesis ¥, se han identificado

méas de 5000 flavonoides. 9

Cumplen diferentes funciones en las plantas como: antioxidante,
agente antimicrobiano y antinutricionales, fotoreceptor, secuestrados
de radicales libres, agentes quelantes de metales, atractores visuales

para los insectos, ademas de su accién farmacolégica. %
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2.2.2.1. Estructuray clasificacién de los flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular,
compuestos por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través
de un anillo C de pirano (heterociclico). ) Su sintesis se
produce a partir de acetatos y aminoacidos aromaticos como la
fenilalanina y la tirosina. Estos forman el acido cindmico y
parahidroxicinamico, dando paso al condensarse a la

estructura del cinamol de los flavonoides. @
Clasificacion:

Flavanos (catequina) posee un grupo —OH en posicién 3 del

anillo C.

Flavonoles (quercitina) posee un grupo carbonilo en posicion 4

y grupo —OH en posicién 3 del anillo C.

Flavonas (Diosmetina), posee grupo carbonilo en posicién 4 del
anillo C y no tiene el grupo —OH en posicién C3.

Antocianidinas, tiene grupo —OH en posicion 3 y también doble
enlace en el carbono 3y 4 del anillo C.

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su

funcioén:

La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-
dihidroxi.

La presencia de un doble enlace en posicién 2,3.

La presencia de grupos hidroxilo en posicion 3y 5. @7
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FIGURA N°2

Flavonoides. Estructura basicay tipos.

CC

Antocianidina

OH

Flavanal

Flavona Flavonal

Fuente: Revista Nutricién Hospitalaria

Imagen tomada del sitio Web Nutricion hospitalaria:

http://www.nutricionhospitalaria.com/pdf/3338.pdf

(Fecha de actualizacion: 25 de noviembre de 2015)

2.2.2.2. Usos terapéuticos de los flavonoides

Sintomas del climaterio

Las isoflavonas encontrados principalmente en la soya
(Glycine max) y el trébol rojo (Trifolium pratense). La actividad
estrogénica se conocié a partir de los afios 40, cuando se
responsabilizé6 a los campos de trébol de la infertilidad de

ovejas en el oeste de Australia.

Tiene una accién agonista sobre los receptores estrogénicos

del centro termorregulador hipotalamico *®

Accién antioxidante:
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Se ha comprobado en ensayos clinicos, que la administracion
profilactica de flavonoides disminuye la produccion de radicales

libres en cirugias vasculares. "

La quercitina ejerce accién antioxidante, ademas de ser cinco
veces mayor que la de las vitaminas C y E. Ejerce un accion
sinérgica con las vitaminas anteriormente nombradas, pues al
actuar juntas permite mantener el su efecto antioxidante por
mayor tiempo y también protege de la oxidacion a la vitamina
E.@

Accion hipolipemiante:

Actualmente se estan estudiando sus efectos en la prevencion

de la ateroesclerosis. (1®
Accion cardiovascular:

Los flavonoides se caracterizan por tener un potencial oxidante
fuerte y su ingesta ha sido relacionada con una disminucion de
la morbilidad y mortalidad por cardiopatias en varios estudios
epidemioldgicos. ?Y En ratas se ha podido observar, que la
quercitina mejora la funcion contractil del ventriculo izquierdo,
asi también mejora la circulacién coronaria y previniendo la

formacion de trombos. @7
Accién neuroprotectora:

Algunas experiencias en animales sugieren que la
administracién de flavonoides, por su efecto antioxidante,
puede revertir la transduccién deficiente de sefiales neuronales
relacionadas con la edad (enfermedades Parkinson, Alzheimer

y esclerosis lateral amiotroéfica). 8
Accidén antitumoral:

Entre las posibilidades para encontrar el mecanismo de accion
antitumoral esta de la actividad estrogénica y sus propiedades

antiproliferativas, induccion de apoptosis. La capacidad de
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isoflavonas como (Genisteina y Daidzeina) hacen posible su
uso para tratar carcinomas prostaticos y de mama. ®® La
genisteina bloguea el desarrollo del tumor al bloguear la
formacion de nuevos vasos impidiendo la llegada de nutrientes

a las células tumorales. @7
Accién antiinflamatoria

Los flavonoides actdan suprimiendo la fagocitosis de los
macrofago y la activacibn de mastocitos. Aparte de su
interaccion con mediadores proinflamatorios como las

prostaglandinas puede ser responsable de esta accion. 8
Accién antiasmatica

Flavonoides como baicaleina, medicarpina y davidigenina han
demostrado propiedades inhibidoras de leucotrienos y se usa

para tratar el asma bronquial. ®
Accibn antialérgica

Se debe a la afinidad de los flavonoides sobre mastocitos y
basofilos, su accion para tratar la urticaria, anafilaxia, asma
bronquial, rinoconjuntivitis. 8 Muchos de estos efectos
antiinflamatorios y antialérgicos podrian explicarse por la
inhibicion sobre el factor de transcripcién nuclear kappa B,

activador de muchas citocinas proinflamatorias. "
Accion antiulcerosa

Ciertos flavonoides tiene la capacidad de inhibir el crecimiento
de la bacteria Helicobacter pylori, causante de un elevado

nimero de Ulceras gastro-duodenales. 8
Accion antiviral

Las propiedades antivirales son conocidas desde los afios
cuarenta. En la actualidad se esta llegando a estudiar la
posibilidad de administrar tratamiento combinados con agentes

antivirales para incrementar su eficacia ®
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También se ha demostrado accidon antibacteriana,
antiespasmaodica, antioxidante y diurética.

2.3.Definicién de Términos Basicos

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

Climaterio

Es un periodo de transicién de la vida reproductiva de la mujer a la no
reproductiva. Comienza aproximadamente de 5 a 10 afios antes de la

menopausia 'y dura de 10 a 15 afios.

Se caracteriza por una deficiencia de estr6genos. La menopausia es
el ultimo periodo, cuando se observa cese de las menstruaciones por

un espacio mayor a un afio, con pérdida de la funcion ovérica. ??

Enfermedad de Parkinson:

Es un trastorno del sistema neurodegenerativo de las neuronas que
se encuentran en la sustancia negra. Estas neuronas producen la
dopamina encargada para que los movimientos del cuerpo se realicen

correctamente.

Enfermedad de Alzheimer:

Es una enfermedad que abraca problemas de la memoria, el
pensamiento y el comportamiento. Entre las causas estan la edad,

antecedentes familiares y factores genéticos.
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2.3.4.

2.3.5.

2.3.6.

2.3.7.

Anafilaxia:

Es una reaccion alérgica grave, causado por un alergeno. Después de
estar expuesta a este alérgeno el sistema inmunitario puede volverse
sensible a esta y cuando la persona se vuelve a exponer al alérgeno

de nuevo presenta una reaccion alérgica.

Urticaria:

Es una afeccion de la piel, se manifiesta por ronchas o habones,

ligeramente elevadas, provocan intenso picor.

Mastocito:

Son células encontradas en el tejido conjuntivo, mucosas y diferentes
organos. Encargadas de enviar sefales al sistema inmunitario y

ejercer una respuesta de defensa ante bacterias o parasitos.

Metabolitos Primarios y secundarios:

Los metabolitos primarios son compuestos quimicos que interviene en
procesos que cada planta cumple como: fotosintesis, sintesis de

proteinas, enzimas, duplicacion de material genético.

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos cumplen
funciones no esenciales, su ausencia o es letal para la planta, entre
estos se encuentran: los terpenos, compuesto fendlicos y derivados y

los compuestos nitrogenados o alcaloides.

27



2.3.8. Cromatografia:

Es una técnica de separacién en la que dos componentes se
distribuyen en dos fases, una inmovil (fase estacionaria), y otra movil
(fase mévil). Se produce por resultado de sorcion - desorcion de los
componentes arrastrados por la fase movil, produciendo la
separacion por diferencias en las contantes de distribucién de los

componentes entre la fase estacionaria y la movil.
Existen diferentes tipos de cromatografia:
Por la naturaleza de sus fases:

¢ Cromatografia liquido - liquido
¢ Cromatografia gas - liquido
e Cromatografia liquido - sélido

¢ Cromatografia gas — soélido
Por proceso quimico-fisico en el proceso de separacion:

e Cromatografia de adsorcion (liquido — sélido o cromatografia de
fases normales)

¢ Cromatografia de Reparto (liquido — liquido), por la solubilidad de los
solutos entre la fase moévil y fase estacionaria (liquido no polar).

e Cromatografia de intercambio i6nico

e Cromatografia de exclusion.
Soporte en la fase estacionaria:

e Cromatografia plana: cromatografia en papel y cromatografia en
capa fina (TLC)
e Cromatografia en columna: Cromatografia de gases (GC) vy

Cromatografia liquida (LC).
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2.3.9. Cromatografia en capa fina:

La fase estacionaria esta fijada a un soporte sélido de aluminio,
plastico o aluminio. Después de aplicar la muestra, el disolvente

comienza a producir la separacion.

La ventaja de la cromatografia en capa fina es que se puede analizar

simultdneamente una muestra y un patron.

La mancha en una placa cromatografia es por la distancia que recorre

en relacion a la distancia recorrida por la fase movil.

La deteccion y ubicacion de las manchas en la placa cromatografia se
hace observando con la absorcion UV, de un indicador. Se puede
observar el color de los compuestos después de reaccionar con

reactivos especificos para grupos o metales, rociados sobre la placa.

2.3.10. Complejo Metalico

Un complejo metalico estd formado por la union de iones metalicos a
varios aniones o moléculas circundantes conocidos como ligando. Los
atomos de los elementos metalicos tienden a perder electrones para
convertirse en cationes (carga positiva) es muy comun gue se asocie
a moléculas e iones donadores una o dos pares de electrones para

aumentar su estabilidad.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.Tipo de Investigacion

Aplicativo, Se prepar6 diferentes concentraciones de cobre para determinar

la concentracién adecuada para la precipitacion con flavonoides.

3.2.Nivel de Investigacidon
Exploratoria, porque la metodologia no ha sido anteriormente aplicada. La

base para el procedimiento es netamente investigativa.

Descriptiva, una vez obtenido los resultados de precipitados se analizaron y
se determin6é cual es la concentracion de cobre adecuada para formar

complejos insolubles.

3.3.Método de investigacion

Deductivo y Laboratorio

3.4.Disefio de investigacién

Experimental Puro, no hay investigaciones cientificas del Desmodium

molliculum.
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3.5.Poblacion y Muestreo de la Investigacion

3.5.1. Poblacién

Plantas de Desmodium molliculum “Manayupa” comercializados en

Mercado mayorista de Ate.

3.5.2. Muestra
Se us6 1000 gr. de la planta de Desmodium molliculum “Manayupa”

La preparacién del extracto metandlico se efectud en el laboratorio de
la Facultad de farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos.

3.6.Variables e Indicadores

VARIABLE INDICADORES

Concentracion de  Complejos | Precipitados con flavonoides:

cupricos insolubles con flavonoides | 1%, 1.25%, 1.5%, 1.75% y 2%.

3.7.Técnicas e Instrumentos de Recolecciéon de Datos

3.7.1. Técnicas

3.7.1.1. Obtenciéon de la Materia Prima
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A. Adquisicion de Especie vegetal

Se recolect6 1000 gr. de Desmodium molliculum del

Mercado Mayorista La Parada (Av. Aviacion)

B. Seleccion, limpieza y Secado

Se lavo las hojas y tallos con agua destilada y se separo las
partes deterioradas.

Se cubrié con papel craft y se dejé secar a temperatura

ambiente en sombra por 5 dias.

Posteriormente, se llevé a estufa a temperatura de 40°C,

hasta deshidratar la planta totalmente.

FIGURA N°3

Hojas y tallos de Desmodium molliculum

Fuente: Elaboracién propia
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3.7.1.2. Obtencioén del extracto Metandlico

A. Molienda

Se molié las hojas y tallos secos con un molino de mano.

La muestra molida fue pesada y se obtuvo 85gr.

B. Desengrasado

La muestra se desengrasé con éter de petréleo 40°. La
muestra molida se coloc6 en un frasco de boca ancha color

caramelo de capacidad de 1 litro.

A la muestra molida se agregd 400ml. de éter de petroleo,
una vez cerrado el frasco se agité por 10 minutos y se dejé
reposar por 24 horas repitiendo el procedimiento 2 veces.
Se dej6 macerar por 2 dias.

Se filtr6 la muestra y se desechd el extracto etéreo y se
dejé abierto el frasco al ambiente por 24 horas para que
volatilice el restante de éter de petréleo que pudo haberse

guedado adherido a la muestra.

C. Maceracioén en Frio

Se peso 75gr. de la muestra restante a la cual se agregé
600ml. de Metanol y se dejé macerar por 7 dias, agitando

el frasco diariamente por 10 minutos.

D. Filtrado y Evaporacion
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Se filtr6 la muestra, el extracto metandlico restante se
refiltro y se llevé a estufa a 40°C por 24 horas en una
bandeja.

Una vez concentrada la muestra, se pesé y se redisolvié

en 50ml. de metanol.

Se envaso en frasco ambar de vidrio de 60ml. de

capacidad.

3.7.1.3. Fraccionamiento del extracto metandlico

A. Preparacion de la resina

Se peso6 4 gr. de Resina Diaion HP 20, Esta resina se le
agreg6 20ml. de metanol en un matraz y luego se centrifug6
a 175 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

La resina se enjuagé con agua destilada en proporcién de

liquido a sélido de 5 (g/g).

B. Adsorcion de la muestra

Se midié 15 ml. del extracto metandlico y se agregé a la
resina, dejando reposar por 1 hora, agitando cada 10
minutos. Una vez concluido el tiempo se decanté el

sobrenadante.
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FIGURA N°4

Extracto metandlico con Resina

Fuente: Elaboracién propia

C. Lavado y desorcién

Se us6 agua destilada para remover otros compuestos no
adsorbidos. El lavado se hizo en dos etapas con 3ml. y

agitando la resina.

Para la desorciébn se emple6 20ml. de una mezcla de
metanol/agua al 95% v/v a 40°C — 50°C.

FIGURA N°5

Elucién de la Resina en metanol/agua 95%

Fuente: Elaboracion Propia
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Se agitdé por 10 minutos. Posteriormente se decant6 el
sobrenadante, vertiéndose en una placa petri en bafio de
vapor para concentrar la muestra hasta 10 ml.

aproximadamente.

FIGURA N°6

Concentrado del eluato Metanol 95%.

Fuente: Elaboracién propia

. Lectura al Espectrofotémetro del eluato del extracto

metandlico

El eluato del extracto metandlico concentrado se ley6 al
espectrofotdmetro UV a una absorbancia de 200 a 500 nm.
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FIGURA N°7

Espectro UV de Barrido del Eluato 95% Metanol-Agua

200 300 400 500

Fuente: Elaboracién propia

Se observé la presencia de 4 picos de absorbancia, demostrandose la presencia

de flavonoides. La absorbancia de los 4 picos fue la siguiente:
Pico 1: 210 nm; 4.131 A
Pico 2: 230nm; 6000 A
Pico 3: 270nm; 2.625 A
Pico 4: 340nm; 1.820 A
FIGURA N°8

Espectro UV de Barrido del Sobrenadante del Precipitado Eluato 95%
Metanol-Agua y Cobre

200 300 400 500
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Fuente: Elaboracion Propia

3.7.1.4. Formacién de complejos cupricos

Se preparé las 5 concentraciones de cobre al 1%, 1.25%,
1.5%, 1.75% y 2%, a partir de cloruro de cobre di hidratado.

FIGURA N°9

Pesado de cloruro de cobre

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA N°10

Concentraciones de Cobre

Fuente: Elaboracion propia
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Una vez terminada de preparar las concentraciones, se
procedié a verter 1 ml. de cada concentracion en un tubo de
ensayo. Posteriormente en cada tubo se agregé 1ml. de la

elucién concentrada del extracto metandlico.

FIGURA N°11

Formacién de precipitados cupricos

Fuente: Elaboracion propia

Se puede observar la formacién del precipitado cuprico al

contacto con la elucién del extracto metanélico.

De izquierda a derecha las concentraciones de cobre son:
2%, 1.75%, 1.5%, 1.25y 1%.

3.7.1.5. Cromatografia en capa fina

Una vez formado el precipitado se procedi6 a filtrar cada tubo.
El precipitado se guardoé y el filtrado se vertio en viales.
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FIGURA N°12

Filtrado de los precipitados cupricos

Fuente: Elaboracion propia

A. Preparacién de la fase movil

Se preparé la fase movil para la corrida cromatogréfica, se

prepararon dos fases moviles para 2 placas:

1° Fase movil: Cloroformo/Acetato de Etilo se prepar6
20ml. en proporcion 1:1 respectivamente.

2° Fase movil: Acetato de etilo/ acido formico/Acido
acético/Agua se prepard 30ml. en proporcion 100:11:11:26

respectivamente.

B. Cromatografia

Se sembré en cada placa la elucion del extracto
metandlico y los sobrenadantes de los precipitados
cupricos (1%, 1.25%, 1.5%, 1.75% y 2%).
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Se desarroll6 la cromatografia con cada placa en su fase

movil.

FIGURA N°13

Distribucién del sembrado en la placa cromatografica

lo 20 30 40 50 60

Fuente: Elaboracion propia

Se sembré para las dos placas con su respectiva fase mévil de la siguiente

manera:

En el 1°:

En el 2°:

En el 3°:

En el 4°;

En el 5°:

En el 6°:

Filtrado del precipitado con cobre 2%
Filtrado del precipitado con cobre 1%
Elucién del extracto metandlico

Filtrado del precipitado con cobre 1.75%
Filtrado del precipitado con cobre 1.25%

Filtrado del precipitado con cobre 1.5%
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FIGURA N°14

Cromatografia en capa fina

Fuente: Elaboracién propia

Al final, se dej6 secar al ambiente la placa cromatografica.

C. Revelado

Cada placa se revel6 con el vapor de amoniaco concentrado
y después de 5 minutos se esparcid el revelador
difenilborinato 1%, se dejé reposar por otros 5 minutos y se

esparcio propilenglicol 5%.

Finalmente, se llevé inmediatamente a la luz ultravioleta.
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FIGURA N°15

Revelado en UV de la placa cromatogréfica

Fuente: Elaboracion propia

Puede observarse luz fluorescente al revelado UV visible de
intensidad variable demostrando la concentracion variable
de los flavonoides en el eluato y el sobrenadante de los
precipitados cupricos.

3.7.1.6. Separacion de los flavonoides del complejo cuprico

Se comprobo la formacion del complejo cuprico con los
flavonoides del Desmodium molliculum en el precipitado con

la separacion por hidrélisis acida.

Se midié 3ml. de cloruro de cobre 2% y 3ml. del eluato, se
llevé a bafio Maria por 15 minutos y luego se vacio en 9ml.
de agua helada, se dej6 reposar por 30 minutos, se
centrifug0 y se decanto6 el sobrenadante para lavarlo con
una mezcla de metanol-agua 1:3 y se volvio a centrifugar.
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FIGURA N°16

Precipitado del complejo cuprico en la mezcla Metanol — Agua

Fuente: Elaboracion propia

A. Hidrolisis del complejo clprico

Se agreg6 acido clorhidrico 1M sobre el precipitado,
posteriormente se agreg6 acetato de etilo y agua, este
sobrenadante se llevd a un pera de bromo donde se
observd una coloracion azulina en la fase acuosa e

incolora en la fase orgéanica.

FIGURA N° 17

Presencia de Cobre de la separacion del complejo cobre - flavonoides

Fuente: Elaboracion propia
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La fase organica con el acetato de etilo se procedio a llevar a

cromatografia en capa fina junto con el eludado de la resina.

Observandose la presencia de flavonoides en el revelado.

Con esto se logré la separacion del complejo cuprico.

3.7.2. Instrumentos

Materiales y equipos:

Beakers

Agitador Magnético
Balanza

Céamara cromatografica
Centrifugadora
Lampara de luz ultravioleta
Matraces

Tubos de ensayo
Mechero

Embudo

Pera de Bromo

Viales

Propipetas

Reactivos

Acetato de Etilo

Eter de Petroleo
Acido Acético glacial
Acido férmico

Etanol

Agua destilada

Papel filtro

Céamara de Flujo laminar
Bureta

Probeta

Balanza

Molino de Mano

Papel Craft

Frascos ambar color
caramelo

Placas cromatogréaficas de
silice de aluminio GF254
Marca Merck de 20 x 20cm.
Resina Diaion HP20

Amoniaco Concentrado
Cloruro de cobre di
hidratado

Metanol

Acido Clorhidrico
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacion de los resultados son a partir del revelado de la placa

cromatogréfica con luz UV.

Fase Estacionaria:
Placas Cromatogréficas de aluminio recubiertas de silica gel GF254 Marca
Merck de 20 x 20cm.

Fase Mdévil:
1° Fase mavil: Cloroformo - Acetato de Etilo (1 /1)

2°Fase movil: Acetato de Etilo — acido férmico — &cido acético — Agua
(100/11/11/26)

Reactivo Revelador: Difenilborinato 1% y propilenglicol 5%
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CUADRO N°1

Resultados de la Cromatografia

Densidad de la concentracion Densidad de la concentracion del
del eluato en la placa eluato en la placa cromatografica
Muestra ] ) ] )
cromatogréfica (Fase movil de (Fase movil de Acetato de etilo-
Cloroformo- Acetato de etilo acido formico- acido acético — Agua)
1% +++ ++
1.25% +++ ++
1.5% ++ +
1.75% ++ +
2% + +
Muestra ++++ +++
patrén

++++= muy visible +++ =visible = ++ = poco visible + = no visible

Resultado: El revelado de ambas placas cromatograficas fue a la luz ultravioleta.
El revelado de placa cromatogréafica es un resultado cualitativo. Las marcas del
recorrido del eluato nos indican la presencia de flavonoides. Las marcas son mas
pronunciados en la muestra patron (eluato del extracto metandlico) y con mayor
claridad en los sobrenadantes de las concentraciones al 1% y 1.25% de cobre. El
sobrenadante de concentracion al 2% presenta poca 0 ninguna presencia de
flavonoides la no observase en la practica una marca de su recorrido en la placa

cromatogréfica.
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DISCUSION

En el estudio realizado por Lozano (2001), concluyé que el efecto antinflamatorio
y cicatrizante del Desmodium molliculum es debido a la presencia de flavonoides
en el extracto vegetal. El revelado de la cromatografia y lectura al
espectrofotometro demostré la presencia de flavonoides en el Desmodium

molliculum.

Segun la investigacion de Acaro (2010), la posible presencia de flavonoides en el
Desmodium molliculum da el efecto anticonceptivo al ser administrado en extracto
alcohdlico en ratas. En los resultados, La presencia de flavonoides en el

Desmodium molliculum fue positiva en el revelado de la cromatografia.

El estudio de R. Rao (2008), lleg6 a la conclusion que las isoflavonas de la soya
pueden ser aisladas por formacion de compuestos insolubles con sales de cloruro
(cobre, cinc, aluminio y hierro). EI Desmodium molliculum tiene la misma familia
gue la Soya (leguminosae), por lo que la formacion de los compuesto insolubles
resultd positiva, lograndose aislar estos flavonoide del Desmodium molliculum. El
tomar las concentraciones de cobre de 1%, 1.25%, 1.50, 1.75% y 2% guardan

relacion con el estudio de R. Rao.

Segun Pereira (2007), El cobre forma un complejo con el Naringin (flavonoide)
uniéndose en la posicion 4 y 5 de su estructura quimica, demostrando una unién
estable. La formacién del complejo cobre y los flavonoides del Desmodium
molliculum resulto ser estable y solo se llegé la ruptura de este enlace por hidrolisis

en medio acido.

Segun el estudio de Carrién (2010), la preparacion de extractos vegetales por

percolacion demostré un mayor rendimiento en la extraccion, tomando en cuenta
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estos estudios, el extracto metandlico se hizo por percolacion, obteniéndose buen

rendimiento y la muestra suficiente en la parte experimental.

Segun los resultados de los estudios de Symonowicz (2012) demuestra las
propiedades de los flavonoides para formar complejos con iones metéalicos como
el hierro y cobre, esto debido a los grupos hidroxilos en la estructura de los
flavonoides que tienden reducirse al unirse con el cobre, formando un complejo
estable. Al eluato del extracto metandlico del Desmodium molliculum se le aplicé
diferentes concentraciones de Cu (Il) para la formacion de precipitados
correspondientes al complejo cuprico, cobre-flavonoides. La formacién de estes

complejo fue con todas las concentraciones de cobre.

Estudios de Farhan (2013) demuestran la formacion de complejos entre el ion
cobre (Il) y flavonoides por Espectrofotometria UV Visible. También se observa la
formacion del complejo cobre-flavonoide como un precipitado marrén. Estos

resultados se confirmaron con los flavonoides del Desmodium molliculum.

El estudio de Medvidovic-Kosanovic (2011) evidencia la formacion del complejo
del ion cobre (II) con Rutina (flavonoide). Este resultado, como el de Symonowicz
(2012) y el de Pereira (2007), confirman la formacién del complejo cobre y

flavonoides del Desmodium molliculum.

El estudio de Malesev (2007) concluye principalmente que la formacién del
complejo se da a un pH neutral o ligeramente basico y seria dificil la formacion a
pH acido, por lo que se produciria una hidrélisis. Estas conclusiones se
corroboraron al agregar un acido fuerte directamente en el precipitado, esto
produjo la hidrdlisis del enlace cobre-flavonoide, extrayendo en dos fases: fase
orgéanica (flavonoide) mientras que en la fase inorganica (cobre), observandose

por su coloracion azulina (Fig. 17)
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Para fraccionar y concentrar los flavonoides se us6 la técnica de extraccion en
fase solida con la resina Diaion HP-20. Estudios anteriores de Young-Beob (2014)
compara la extraccion de flavonoides por diferentes métodos de absorcién (etanol
50%, 70%, 90% y resina Diaion HP-20), resultando la mayor concentracion de
componentes por la resina Diaion HP-20. De este resultado, se demuestra que es

un método adecuado para la extraccion de flavonoides.
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CONCLUSIONES

Hay formacion del complejo flavonoide-cuprico insoluble. Se demuestra
por la lectura al espectrofotometro antes y después de la formacion del
precipitado, en la que se aprecian los picos de absorbancia y después no,

respectivamente.

Hay formacién del complejo insoluble con todas las concentraciones de
cobre. El revelado cromatogréfico a la luz violeta demuestra que hay una
mayor luminosidad en la mancha del eluato y estd luminosidad va
disminuyendo conforme el sobrenadante sembrado es del complejo
formado con mayor concentracion de cobre. Esta luminosidad es
directamente proporcional a la concentracién de flavonoides en las
muestras.

La formacion del precipitado depende directamente de la concentracion de
cobre, a mayor concentraciébn hay un mayor precipitado y una mayor

formacion del complejo cuprico insoluble.
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RECOMENDACIONES

e El Desengrasado con éter de petrdleo es un paso fundamental en la
preparacion de la muestra, porque al tener el éter un caracter no polar
permite extraer compuestos quimicos no polares que interferirian en los
resultados. Los flavonoides por ser compuesto fendlicos tienen caracter
polar y es necesario no excluir el desengrasado de la planta molida.

o EI método por maceracion en frio del extracto metandlico con metanol
demostré ser una buena alternativa, si no se cuenta con un equipo soxhlet

para la extraccion por reflujo.

e Para el revelado de la placa cromatogréfica con el difenilburinato, es
necesario usar una camara de reflujo por ser una sustancia muy téxica, de
igual manera para el revelador se recomienda rociar una cantidad

moderada, ya que, no se podria observar claramente con la luz UV.
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Proyecto de Tesis: Complejos Cupricos insolubles con flavonoides de Desmodium molliculum

ANEXO: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Bachiller: HUAMANI ZAMBRANO, Dante Alfonso

TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION | METODO Y DISENO DE POBLACION Y
PROBLEMA GENERAL | OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL INVESTIGACION VARIABLES MUESTRA
¢Existe una | Determinar la existencia | Existe concentraciones de Tipo de Investigacion Método de | Variable: Poblacién:

concentracion de Cobre
que permite la
precipitacion de
flavonoides en el extracto
alcohdlico de

Desmodium molliculum?

de concentraciones de
cobre que permite la
precipitacion de
flavonoides de

Desmodium molliculum.

cobre que permite la
precipitacion de
flavonoides de Desmodium

molliculum.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipodtesis especificas

Aplicativo,
Se prepard diferentes
concentraciones de cobre para
determinar la concentracién
adecuada para la precipitacién

con flavonoides.

investigacion

Deductivo y laboratorio

P.E.1.:
concentracion de cobre

Cual es la

necesaria para formar
precipitados  insolubles
con flavonoides de

Desmodium molliculum?

O.E.1.: Determinar la
concentracién de cobre
adecuada para la
precipitacion de
flavonoides de

Desmodium molliculum.

H.E.1:

concentraciones de cobre

Las posibles

adecuadas para la
precipitacion de
flavonoides 1%,
1.25%, 1.5%, 1.75% y 2%.

son:

Nivel de Investigacion

Exploratoria y Descriptiva

Exploratoria, porque la metodologia no
ha sido anteriormente aplicada. La base
para el procedimiento es netamente
tedrica.
Descriptiva, una vez obtenido los
resultados de precipitados se
analizaran, qué concentracion de cobre
es la adecuada para formar complejos
insolubles.

Disefio de

Investigacion

Experimental Puro

Concentracion de
Complejos
cupricos

insolubles con

flavonoides

Indicadores:

Precipitados de

1%,
1.5%,

flavonoides:
1.25%,
1.75% y 2%.

Plantas de Desmodium
molliculum “Manayupa”
comercializados en
Mercado Mayorista de

Ate

Muestra:

Se usaran 1000 gr. de la
planta de Desmodium

molliculum “Manayupa”
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