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Analisis fitoquimico preliminar y evaluacion
de la actividad hipoglucemiante de Rubus
floribundus Kunth (Rosaceae) “zarzamora”

Preliminary phytochemical analysis and evaluation
of hypoglycemic activity of Rubus floribundus Kunth
(Rosaceae) “blackberry”
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Resumen

Rubus floribundus Kunth (Rosaceae) “zarzamora” tiene diversas aplicaciones medicinales entre
las que destaca el tratamiento de diabetes, pero existe poca informacion cientifica que valide su
uso tradicional. El objetivo del presente trabajo fue realizar el anélisis fitoquimico preliminar y
evaluacion de la actividad hipoglucemiante del R. floribundus Kunth (Rosaceae) “zarzamora”. Se us6
infusiones de rama floral de R. floribundus Kunth (Rosaceae) “zarzamora” seca y molida. El analisis
fitoquimico preliminar se realiz6 mediante el ensayo a la gota con extractos de diferente polaridad.
La evaluacion hipoglucemiante se realizé en Rattus rattus var. albinus, mediante tiras reactivas
glucometer y dosis de extracto de 28, 14 y 7 mg de extracto de “zarzamora” /kg de peso corporal. El
analisis fitoquimico preliminar indicé la presencia de esteroides, flavonoides, cardioténicos, taninos
y antocianinas. La evaluacion de la actividad hipoglucemiante en R. rattus var. albinus, demostr6 que
a dosis de 28 mg de extracto acuoso de “zarzamora”/kg de peso corporal, a las doce horas, influye
significativamente en la normalizacion de la glucemia y tiene efecto similar que la glibenclamida de
0.5 mg/kg de peso corporal. El extracto acuoso de rama floral de R. floribundus Kunth (Rosaceae)
“zarzamora” tiene efecto hipoglucemiante, lo que valida su uso tradicional en el tratamiento de
Diabetes Mellitus.

Palabras claves: Actividad hipoglucemiante, analisis fitoquimico preliminar, ensayo a la gota,
“zarzamora”

Abstract

Rubus floribundus Kunth (Rosaceae) “blackberry” has several medicinal uses including the treatment
of diabetes, but there is little scientific information to validate its traditional use. To carry out the
preliminary phytochemical analysis and evaluate the hypoglycemic activity of R. floribundus Kunth
(Rosaceae) “blackberry”. Infusions of floral branch of R. floribundus Kunth (Rosaceae) “blackberry”,
dried and ground, were used. The preliminary phytochemical analysis was carried out by spot test
using extracts with different polarity. The hypoglycemic evaluation was performed in Rattus rattus
var. albinus, by mean of glucometer test strips and doses of extracts of 28, 14, and 7 mg “blackberry”
extract/kg body weight. The preliminary phytochemical analysis showed the presence of steroids,
flavonoids, cardiotonics, tannins, and anthocyanins. The evaluation of the hypoglycemic activity
in R. rattus var. albinus showed that with a dose of 28 mg “blackberry” extract/kg body wight, at
twelve hours, had a significant effect on the glycemic normalization, similar to the dose of 0.5 mg
glibenclamide/kg body weight. The aqueous extract of the floral branch of R. floribundus Kunth
(Rosaceae) “blackberry” has hypoglycemic effect, fact that gives enough support for its traditional
use in the treatment of Diabetes mellitus.

Keywords: Hypoglycemic activity, preliminary phytochemical analysis, spot test, “blackberry”.

Introduccion

A nivel mundial, en el 2006, la Diabetes
mellitus fue la tercera causa de muerte
en mujeres de 65 y mds afios y la quinta
en hombres de ese mismo grupo etario.
En Estados Unidos, se estima que la
diabetes tipo 2 representa entre el 8 y el
45% de los nuevos casos de diabetes. El
indice de prevalencia en los paises con
mayor poblacién con diabetes son Brasil
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(4,5 millones), Argentina (1,4 millones),
Colombia, Perti y Venezuela (Cabrera-
Moroén et al., 2010).

Marles y Farnsworth estimaron que
existen alrededor de 1200 especies vegetales
que se vienen usando mundialmente, en
la medicina tradicional contra la diabetes
(Marles & Farnsworth, 1995). Se han
reportado colecciones de especies vegetales
de uso en la medicina tradicional para el
tratamiento de la diabetes y propiedades
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hipoglucemiantes (Bnouham et al., 2002;
Malviya & Malviya, 2010; Wadkar et al.,
2008). Varios investigadores han reportado
estudios de actividad hipoglucemiante
y antihiperglucemiante de extractos de
plantas medicinales aplicados a ratas
(Castaneda & Condori, 2010; Silmara et al.,
2008), y también en humanos (Arroyo et
al., 2009), para justificar, cientificamente, el
uso de dichas especies contra la diabetes.
También se ha propuesto el mecanismo
de céomo las plantas medicinales producen
efectos hipoglucemiantes
al.,  2000).
de las especies vegetales se atribuye a
que contienen compuestos
flavonoides, terpenoides,

xantonas, alcaloides y otros constituyentes,
los cuales, han demostrado su poder de

(Sugihara et
La acciéon hipoglucemiante

fenodlicos,
cumarinas,

reducir la glucosa en la sangre (Hong-Fang
& Hong-Yu, 2009). Bussmann y Sharon han
reportado 31 especies vegetales medicinales
que se vienen usando contra la diabetes en
la medicina tradicional de la zona norte
del Pera y solo algunas se han estudiado
en su accion hipoglucemiante. Entre las
especies vegetales, con posible actividad
hipoglucemiante y su uso contra la
diabetes, destaca el Rubus floribundus Kunth
(Rosaceae) “zarazamora”. Sin embargo, no
existe la suficiente evidencia cientifica que
valide dicho efecto (Bussmann & Sharon,
2007).

R. floribundus *“zarzamora” conocida

también como: “moyaca’, “zarza”,

“zarzaparrilla”, “mora” o “cushai”,
pertenece a la familia Rosaceae, es un
arbusto a menudo apoyante-rastrero,
armado de espinas. Hojas con tres foliolos,
cada uno con base redondeada y apice
acuminado, borde aserrado. El haz es liso
color verde oscuro y el envés blanquecino
por la presencia de pequefios pelos muy

densos. Inflorescencia, cimas simples o

compuestas, racimos o paniculas o flores
solitarias. Flores vistosas color blancas a
rosadas, hermafroditas. Frutos globosos,
lisos, agridulces llamados “moras” (Fig. 1
y Fig 2). Crece alrededor de los 2624 m de
elevacion en las zonas himedas del Cerro
Santa Apolonia de Llacanora (Cajamarca),
abunda en los meses de lluvia, sus frutos
brotan en los meses de noviembre vy
diciembre (Castafieda & Condori, 2010).
Para colectarla es necesaria la hoz, debido
a las espinas. Tradicionalmente se usa para
tratar: resfrios, ira, dolor de cuerpo, susto,
tos, colesterol, bronquitis, garganta seca
y para la diabetes; en esta tltima, se viene
usando como infusién acuosa de la rama
florifera, un litro al dia, durante un mes
(Bussmann & Sharon, 2007).

La informacién estadistica mundial
indica que la Diabetes mellitus se constituye
en un problema de salud relevante, el alto
precio de los farmacos hace inaccesible su
uso por la gran mayoria de pacientes y su,
cada vez menor, efectividad hace que el uso
de las plantas medicinales, a un menor costo
y mas accesibles, sea una mejor alternativa
para combatir la diabetes. Es por ello,
que es necesario incrementar los estudios
cientificos de las especies vegetales, con
respecto a su actividad hipoglucemiante,
asi como realizar un analisis fitoquimico,
obtener el principio activo puro y elucidar
su estructura quimica. En el presente trabajo
se realiza el andlisis fitoquimico preliminar
y se evalda la actividad hipoglucemiante del
R. floribundus para establecer la evidencia
cientifica que respalde su uso tradicional.

Material y métodos
Metodologia
Material vegetal

Se adquiri6 ramas floriferas semisecas
de R. floribundus del Mercado Mayorista de
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Trujillo - La Libertad - Pert, un ejemplar de
esta especie fue identificado por el botanico
Segundo Leiva Gonzalez, e incluido en la
colecciéon del Herbario de la Universidad
Privada  Antenor Orrego-Trujillo-Pert
(HAO, 1155). Las ramas floriferas, se
secoéaron completamente en estufa a 40°C
durante dos dias, luego, se pulverizé en un
molino mecanico y, finalmente, se guardé
en una bolsa plastica de cierre hermético.

esterilidad  del
mediante  los

Se control6 la
pulverizado,
andlisis microbioldgicos, segin la Norma
Técnica Sanitaria de Control de Calidad y
Sanidad de Productos Alimenticios N° 071
(MINSA, 2008; Guerrero-Hurtado et al.,
2013).

siguientes

* Medio de cultivo: caldo brilla, agar
Mac Conkey, para la determinacién de
coliformes totales.

* Medio de cultivo: agar nutritivo,
para la determinaciéon de la numeracién
de microorganismos aerobios mesofilos
viables.

* Medio de Cultivo: agar Saboraoud,
para determinar la numeraciéon de hongos
y levaduras).

Preparacion de extractos

Para el andlisis fitoquimico preliminar
se prepararon infusiones, en vasos de 250
mL, de cuatro muestras pulverizadas de
5,0 g cada una, con solventes de diferente
polaridad (cloroformo, etanol 96%, agua
destilada y HCI 1%), y se dejo reposar a
temperatura ambiente por 24 h.

Para el estudio hipoglucemiante se
prepard una infusién acuosa de la especie
vegetal, consistente en colocar 40 g de
la muestra pulverizada, en un vaso de
precipitacién, a la cual, se vertio agua
destilada hirviendo hasta completar 100mL,
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por 20 minutos; luego, se filtré y se envaso
en un frasco de color caramelo. El extracto
acuoso (0,028 g/mL) se guard6é en la
refrigeradora (4 °C).

A partir de este extracto se prepararon
dosis de 28, 14 y 7 mg de extracto de
“zarzamora” /kg de peso corporal.

Analisis fitoquimico preliminar

Con el ensayo a la gota, se determinaron,
de manera cualitativa, los metabolitos
secundarios en el extracto vegetal, y
el método consisti6 en someter a los
solventes de diferente

extractos con

polaridad a reactivos especificos, los
cuales, generaron compuestos coloreados,
segtin el metabolito secundario presente
(Dominguez & Alcorn, 1985). En el extracto
cloroférmico, se realizaron los ensayos
para esteroides (Liebermann-Burchard) y
quinonas (Borntrdnger); en el etanolico,
para flavonoides (Shinoda), compuestos
fenoélicos (cloruro férrico) y cardioténicos
(Kedde); en el acuoso, para antocianinas
(pH), saponinas (espumay); y en el HCI al
1%, para alcaloides (Dragendorff, Mayer &

Wagner).

Evaluacién de la actividad

hipoglucemiante
Animales

Se utilizaron especimenes de la variedad
Ratus ratus var. albinus, machos, con peso
entre 300 a 350 g, de 3 meses de edad,
procedentes del bioterio del Instituto
Nacional de Salud, del Ministerio de
Salud, que se mantuvieron bajo las mismas
condiciones controladas de alimentacion,
temperatura y luz. Antes del estudio, se
consider6 un ayuno previo de 12 h. Para el
uso y cuidado de los especimenes se siguié
las normas establecidas en el Manual de
procedimientos del comité institucional de
ética para el uso de animales (CIA) de la

21 (2): Julio - Diciembre, 2014



F. Pérez et al.: Andlisis fitoquimico y evaluacion de la actividad hipoglicemiante de Rubus floribundus (Rosaceae)

Universidad Peruana Cayetano Heredia
(Universidad Peruana Cayetano Heredia -
Vicerrectorado de Investigacion, 2013).

La muestra fue de 25 especimenes de
R. rattus, de los cuales, 20 fueron inducidos
para provocar hiperglucemia y 5, como
blanco o testigo (Meckes et al., 2001).

Evaluacién Bioldgica

Los especimenes se distribuyeron al
azar, en jaulas de cinco por cada grupo, se
mantuvieron bajo condiciones ambientales
naturales de temperatura, humedad e
iluminacién, con dieta balanceada para
ratas de hasta 100 g/dia y agua a libertad,
durante una semana antes del estudio.
Trascurrido este tiempo se procedié de la
siguiente manera (Navarro ef al., 2004):

1. Determinacién de glucosa basal

Con el glucometro Accu-Chek active, y
sus respectivas tiras reactivas, se determiné
la glucosa en sangre a todos los especimenes,
previo ayuno de 12 horas, se realizé una
incision en el dpice de la cola hasta obtener
una gota homogénea, la que se coloco sobre
la tira reactiva insertada en el glucémetro,
para observar, en la pantalla, la lectura del
valorde la concentracion de laglucosa. Valor
Referencial normal: 70-110 mg/dL

Se determiné el porcentaje de variacion
de la concentracién de glucosa (PVG) en
cada medicién o dosaje, segtin la férmula:

Gx - Go
PVG = - x 100

Go

Go = Glucemia basal

Gx = Nivel de glucemia a las 3, 6, 9 y12
horas.

2. Inducciéon de hiperglucemia con
Aloxano

A los animales de experimentacion,

antes de la induccién de la hiperglucemia,
se les determiné la glucemia basal. La
hiperglucemia se provocé con solucién de
aloxano 5%, en buffer de fosfato (pH 7.35),
con dosis de 0.5 mg/kg de peso corporal,
con una frecuencia interdiaria, durante
una semana por via intraperitoneal,
monitoreando la concentraciéon de glucosa
hasta obtener el valor de 330-450 mg/
dL, considerado en este estudio (Pérez-

Gutiérrez et al., 1998).

Distribucién de los
experimentales.

grupos

Se realiz6 con:
Grupo 1: Testigo o blanco.

Grupo 2: Para el efecto hipoglucemiante
con extracto de R. robustus a 28 mg/kg de
peso corporal.

Grupo 3: Para el efecto hipoglucemiante
con extracto de R. robustus a 14 mg/kg de
peso corporal.

Grupo 4: Para el efecto hipoglucemiante
con extracto de R. robustus a 7 mg/kg de
peso corporal.

Grupo 5: Para el efecto hipoglucemiante
con farmaco glibenclamida a 0.5 mg/kg de
peso corporal.

Al grupo testigo o blanco, no se le
indujo hiperglucemia, ni se le administro el
extracto, solamente se le administré 2 mL de
suero fisiol6gico como placebo.

A los grupos 2, 3 y 4 se les administré 2
mL por la mafiana y al medio dia, extracto
de la rama floral de R. robustus via oral a las
dosis de: 28,14 y 7 mg/kg de peso corporal,
respectivamente.

Al grupo 5 se le administr6 2mL de
glibenclamida 0.5 mg/kg de peso corporal.

Laevaluacion del efectohipoglucemiante
se realizé6 mediante la determinacién de la
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variacion de los niveles de glucosa, después
de la administraciéon del extracto y del
farmaco glibenclamida, respectivamente,
tomando muestra sanguinea a las 3, 6, 9 y
12 horas.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron en
tipica.
comparaciones de los
diferentes tratamientos utilizando disefios

medias y desviacién Ademas,

se realizaron

completamente aleatorizados y mediante
el andlisis de varianza, que muestran
diferencias promedios en R. rattus que
fueron sometidas a la experimentacién en
los diferentes grupos; la prueba de Levene
muestra valores de p>0.05 lo cual indica que
las varianzas en los grupos son homogéneas
y el ANOVA aplicado es de una sola via
sin interacciones en cada intervalo tiempo
evaluado y muestra valores de p<0.05 lo
que indica diferencia significativa entre los
diferentes grupos de tratamientos segun
el tiempo después de aplicaciéon de los
tratamientos.

Resultados

El control de esterilidad del pulverizado
de R. floribundus mostré que estuvo libre
de agentes contaminantes. El analisis
fitoquimico preliminar de la especie vegetal
determin6é la presencia de esteroides,
flavonoides, cardiotonicos,

antocianinas (Tabla 1).

taninos y

Los resultados de la evaluaciéon de la
actividad hipoglucemiante se muestran
en las Tabla 2. Se observa que el valor
promedio de la hiperglucemia inducida con
aloxano es de 400 mg/dL, valor que por
efecto de la administracién del extracto a 28
mg/ kg de peso corporal, a las 3 h, baja a 300
mg/dL, alas 6 h, a 250 mg/dL, alas 9 h, a
150 mg/dL y a las 12 h 100 mg/dL, lo cual
indica que tiene un efecto normalizador de
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glucosa a las 12h.

Para los extractos de 14 y 7 mg/kg de
peso corporal, respectivamente, no se
obtuvo efecto normalizador de la glucosa
a las 12 h, obteniéndose valores mayores al

rango normal de glucosa.

El  efecto
glibenclamida como patrén de referencia,
redujo el valor promedio de hiperglucemia
inducida de 390 mg/dL, a las 3 h, 290 mg/
dL, alas 6 h, 240 mg/dL, a las 9 h, 144 mg/
dL y a las 12 h, 100 mg/dL; normalizando
la glicemia. El valor normal referencial de
glucosa fue 70-110 mg/dL.

hipoglucemiante  del

El grupo testigo o blanco mantuvo el
valor promedio de glucosa basal de 86 mg/
dL y no hubo cambios significativos en el
dosaje de glucemiaalas 3, 6,9,y 12 h.

En la Tabla 3 muestra los analisis
estadisticos de Levene y ANOVA en los
grupos de R. rattus de experimentacion
segun niveles de glucosa (mg/dL) durante
el experimento. La prueba de Levene
muestra valores de p>0.05 lo cual indica que
las varianzas en los grupos son homogéneas
y segin ANOVA el p<0.05 indica que existe
diferencia significativa entre los diferentes
grupos de tratamientos segin el tiempo
después de aplicacién de los tratamientos.
Complementariamente se realizé6 la prueba
Tukey-a de comparaciéon de medias, para
determinar cudl fue el grupo que presentd
mayor diferencia promedio significativa de
los demas segtin los intervalos de medicion
de los niveles de glucosa. Se encontré
que los tratamientos con mayor efecto
hipoglucemiante corresponden a los grupos
de tratamiento con glibenclamida y el grupo
2 (28 mg de extracto/kg de peso corporal).

En la Tabla 4 se muestra el porcentaje
de variaciéon de los valores promedios
de hipoglucemia inducida con aloxano y
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tratados con el extracto y la glibenclamida,
respectivamente. La dosis a 28 mg/kg
del infuso rama floral de R. floribundus
disminuye los niveles de glicemia en similar
cantidad porcentual que Glibenclamida

(0.5mg/kg).
Discusion

El extracto acuoso de rama floral de R.
floribundus de 28 mg/kg de peso corporal,
tiene efecto hipoglucemiante, por cuanto
normaliza el dosaje de la glucosa de 400
mg/dL a 100 mg/dL, en el lapso de 12
h, en ratas con hiperglucemia inducida.
Esto concuerda con el analisis estadistico
realizado. Asimismo, este hecho justifica
su uso tradicional del R. floribundus en el
tratamiento de la diabetes, de tomar su
extracto acuoso como agua de tiempo,

un litro al dia y por un mes (Bussmann &
Sharon, 2007).

El efecto
R.  floribundus,
los  principios

hipoglucemiante  del
puede
activos

atribuirse  a
que
determinados cualitativamente mediante
el analisis fitoquimico preliminar realizado;
destacandoloscompuestos fendlicosque han
demostrado propiedad hipoglucemiante.

posee,

Hong-Fang y colaboradores (Hong-Fang
et al., 2009), Jung y colaboradores (Jung et
al., 2006), aislaron, entre otros principios
activos, el 1-hidroxi-3,6,7-trimetoxixantona
(una variedad de compuesto fendlico), el
cual es un agente antidabético que podria
usarse en el tratamiento de la diabetes.

En el presente trabajo falta determinar,
especificamente, el metabolito o metabolitos
que es o son responsables de la actividad
hipoglucemiante, asi como, las estructuras
quimicas.

Al comparar las dosis de glibenclamida
(0.5mg/kg de peso corporal) con la dosis
del extracto de “zarzamora” (28 mg/

kg de peso corporal) en la normalizacion
de la glucosa, se deduce, aparentemente,
la glibenclamida tiene ventaja sobre el
extracto de “zarzamora”; sin embargo, es
importante resaltar que el principio activo,
responsable del efecto normalizador, estaria
presente en el extracto de “zarzamora”; en
un promedio, del 1% del peso del extracto
(Tellez-Alfonso et al., 2006), es decir 0,28
mg/kg, lo que significaria ventaja sobre el
farmaco.

De acuerdo a los resultados obtenidos se
concluye, que R. floribundus tiene actividad
hipoglucemiante, lo que valida su uso
tradicional en el tratamiento de la Diabetes
mellitus.
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Anexo

Tabla 1. Anélisis fitoquimico preliminar de la infusién de rama floral de R. floribundus

Fitoconstituyente Solvente
CHCI13 EtOH H20 HClI1%

Quinonas _ - 0 0
Esteroides + 0 0 0
Flavonoides 0 + + 0
Cardioténicos 0 + 0 0
Taninos 0 + + 0
Antocianinas 0 0 + 0
Saponinas 0 0 - 0
Alcaloides 0 0 0 -

+: presencia, (-): ausencia, 0: no se realiz6 el analisis.

Tabla 2. Comparacién del valor promedio del efecto hipolucemiante del extracto de rama floral de
R. floribundus en R. rattus en el experimento

Glucosa (mg/dL)

Inicio 3 horas 6 horas 9 horas 12 horas
Grupos
. Desv. . Desv. . Desv. . Desv. . Desv.
Media . - L - .
tipica tipica tipica tipica tipica

1 (testigo) 86 114 88 104 82 119 88 118 8.8 106

2(28mg/kgdepc) 400 529 300 529 250 529 150 7.1 100 71

3(l4mg/kgdep.c) 410 453 350 453 320 453 260 453 230 453

4 (7mg/kg de p.c.) 410 453 380 453 342 636 332 453 314 453

5 (glibenclamida) 390 495 290 255 240 255 144 152 100 10
Sig. #40.00 40,00 #40.00 40,00 #40.,00

**p<0.001 diferencia altamente significativa

Tabla 3. Pruebas estadisticas en los grupos de R. rattus de experimentacion segtin niveles de glucosa
(mg/dL) durante el experimento.

Levene Anova
Nivel de glucosa
P P
Inicial 0.144 0.000
A 3 horas 0.096 0.000
A 6 horas 0.058 0.000
A 9 horas 0.060 0.000
A 12 horas 0.052 0.000
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Tabla 4. Porcentaje de variacion del valor promedio de glicemia a las 3, 6, 9 y 12 h después de la
administracién del extracto de rama floral de R. floribundus y glibenclamida en R. rattus

Tiempo (h) Dosis del infuso rama floral de R. floribundus mg/kg Glibenclamida
28 14 7 0.5mg/kg
33.3% 17.1% 7.8% 37.9%
60% 28% 13.2% 66.6%
166% 57.6% 23.4%. 185%
12 300% 78% 30.5% 300%

Fig. 1. Rama florifera de Rubus floribundus Kunth. (Foto, cortesia de S. Leiva, HAO).
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Fig. 2. Flor en antésis de Rubus floribundus Kunth. (Foto, cortesia de S. Leiva, HAO).
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