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Resumen

Rubus floribundus Kunth (Rosaceae) “zarzamora” es utilizado en la medicina tradicional para
el tratamiento de hiperglucemia pero se desconoce atn las caracteristicas estructurales de los
principios activos responsables de dicha actividad. Se realiz6 el aislamiento y caracterizacién de los
componentes mayoritarios del extracto en acetato de etilo de la rama florifera de Rubus floribundus
Kunth (Rosaceae) “zarzamora” y se evalu6 el efecto hipoglucemiante. Para el aislamiento de los
componentes se emple6 cromatografia en capa fina. La caracterizacién de los componentes aislados
se realizo mediante espectroscopia IR. La evaluacién hipoglucemiante se realiz6 mediante el método
de la glucosa oxidasa con el equipo glucometro Accu-Chek active, en Rattus rattus var. albinus con
hiperglucemia inducida con aloxano. El analisis estadistico emple6 el software SPSS y el paquete
estadistico Minitab versién 17.1. De los siete componentes aislados sélo el componente codificado
como CI2AAg tuvo efecto hipoglucemiante; siendo mayor a la concentracién de 150 mg/Kg,
iniciando su efecto a la primera hora de post administracion y normalizandose a las 24 horas similar
al grupo blanco y menor a la concentracion de 75mg/Kg, en Rattus rattus var. albinus. De acuerdo
a su espectro infrarrojo, el componente aislado con actividad hipoglucemiante corresponderia a la
vitamina B5 (dcido pantoténico).

Palabras clave: Efecto hipoglucemiante, Rubus floribundus Kunth (Rosaceae), “zarzamora”, principio
activo.

Abstract

Rubus floribundus Kunth (Rosaceae) “blackberry” is used in traditional medicine for the treatment
of hypoglycemia, but the structural characteristics of the active molecules, responsible of that activity,
are still unknown. The isolation and characterization of the mayor components of ethyl acetate
extract of the floriferous branch of Rubus floribundus were performed, and the hypoglycemic effect
was evaluated. Thin layer chromatography was used for the isolation of components and infrared
spectroscopy, for the structural characterization. Glucose oxidase method, with a glucometer Accu-
Chech active equipment, was used for the evaluation of the hyperglycemia in Ratus rattus var.
albinus, with hyperglycemia induced by alloxane. The SSPS software and the Minitab statistical
package were used for the statistical analysis. Seven components were isolated, but only one, coded
as C12AAg, had hypoglycemic effect, which was the highest at 150 mg/kg, that started at the first
hour of post administration and normalized at the 24 hours, similar to the control group. The lowest
effect was at 75 mg/kg. According to the infrared spectrum analysis, the structure of the isolated
component with hypoglycemic activity belongs to B5 (pantothenic acid) vitamin.

Keywords: Hypoglycemic effect, Rubus floribundus Kunth (Rosaceae), “blackberry”, active
ingredient.

Introduccion

Segun los datos obtenidos de la Oficina  hombres y mujeres de 39 a 50 afios; también

de Estadistica e Informatica del Ministerio
de Salud en el 2006, la Diabetes mellitus
fue la decimoquinta causa de mortalidad
afectando al 14% de los peruanos. En este
contexto, Lima y Piura fueron las ciudades
mas afectadas
2010), en el 2011 se han presentado s6lo en
Lima 50 000 nuevos casos de diabetes, en

(Cabrera-Morén et al.,
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se detectd 203 casos en nifios de 0 a 17 afios,
grupo etario que no debia padecer de esta
enfermedad. La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) prevee que las muertes por
diabetes se multipliquen por dos entre 2005
y 2030.

Actualmente, se dispone de 9 clases
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de medicamentos para el tratamiento de
la Diabetes mellitus tipo 2; sin embargo, los
medicamentos recientemente desarrollados
potentes, a
menudo menos efectivos en disminuir la

son generalmente menos

glicemia, mas caros y ademds se asocian
a eventos adversos serios (Kumar, 2014;
Bowker, et al., 2006). Por otro lado, Marles
& Farnsworth (1995) estimaron que existen
alrededor de 1200 especies vegetales que
se vienen usando mundialmente en la
medicina tradicional contra la diabetes,
Dicha
actividad se atribuye a que contienen
compuestos
terpenoides, cumarinas, alcaloides y otros
constituyentes, los cuales han demostrado
su poder de reducir la glucosa en la sangre
(Jung et al., 2006; Hong-Fang et al., 2009).

con actividad hipoglucemiante.

fenolicos, flavonoides,

Se han reportado metodologias para
relacionar los estudios sobre la actividad
hipoglucemiante de las plantas medicinales
y su uso contra la diabetes, en donde se
deben realizar estudios in vitro, in vivo, sobre
toxicidad y separacion de componentes
activos puros y el estudio clinico respectivo
(Haddad et al., 2012).

Varios investigadores han reportado
estudios de actividad hipoglucemiante
y antihiperglucemiante de extractos de
plantas medicinales aplicados a “ratas”
(Castafieda & Condori, 2010; Silmara et
al., 2008; Meckes et al., 2001) y también en
humanos (Arroyo et al., 2009; Hirata et al.,
1992), justificando cientificamente de esta
manera el uso de dichas especies contra la

diabetes.

Los altos precios de los farmacos, que
hace inaccesible su uso por la gran mayoria
depacientes,y sucadavezmenorefectividad
hace que el uso de las plantas medicinales, a
un bajo costo y més accesibles, sea una mejor
alternativa para controlar esta enfermedad.

Por lo que, es necesario incrementar los
estudios de las especies vegetales que
poseen actividad hipoglucemiante, asi
como, aislar y caracterizar estructuralmente
el principio activo puro. La “zarazamora”
R. floribundus Kunth (Rosaceae) es una
de las especies medicinales mas comunes
usadas contra la diabetes en la zona norte
del Pert (Bussmann & Sharon, 2007). Se
ha realizado un trabajo preliminar de la
actividad hipoglucemiante del extracto de
la rama floral, encontrandose resultados
satisfactorios al aplicarlos en R. rattus var.
albinus con hiperglucemia inducida (Pérez
et al., 2014). En el presente trabajo se ha
logrado aislar y caracterizar un componente
con actividad hipoglucemiante.

Material y métodos

La muestra vegetal fue recolectada en
el departamento Cajamarca,
San Miguel, en el distrito de Calquis, a
2750 m de elevacién, a una temperatura
promedio de 12 °C donde esta planta es

provincia

conocida como “zarzamora”. Pertenece a la
familia: Rosaceae, género: Rubus y especie:
floribundus Kunth. Se sec6 la rama florifera
bajo sombra por 15 dias, luego se llev6 a la
estufa para eliminacion completa del agua
(humedad) a una temperatura de 40 °C por
48 horas. Finalmente, se molié en un molino
mecanico hasta la obtencién de un polvo
fino y almacenado en bolsas herméticas,
para su posterior uso.

Preparacion de extractos

Para la separacion cromatografica
de componentes, se obtuvo extractos de
diferente polaridad con un equipo soxhlet,
empleando una muestra de 60 g de muestra
de “zarzamora” en polvo y solventes: éter
de petréleo, cloroformo, acetato de etilo,
metanol. Se eliminé el solvente, en cada
caso, mediante un evaporador rotatorio.

También, se obtuvo un quinto extracto por
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maceracion de 60 g de muestra en 250 mL
de agua por 48 horas; se filtré y almacené
sin eliminacién del solvente.

Para el ensayo de control de actividad
hipoglucemiante, se prepar6 el extracto
acuoso a partir de 10 g de muestra en 100
mL de agua destilada, se puso a ebullicion
por 5 minutos, luego se dejé macerar por 24
horas. Se concentro6 el extracto al rotavapor
y luego se llevo a la estufa a 40°C para la
completa sequedad por 3 dias.

Separacién de componentes

Se busc6 el sistema de solvente que
pueda separar mejor los componentes de
los extractos acetato de etilo, empledndose
laminas de silicagel de 7 x 2 cm, se hizo
corridas con varios solventes con ayuda de
la ldmpara UV.

Se separaron los componentes del
extracto por cromatografia de capa fina con
cromatofolios de 20 x 20 cm, una cdmara de
vidrio con la mezcla de 25 mL de acetato de
etilo y 25 mL de cloroformo. Las bandas de
componentes obtenidos fueron separadas
por raspado, almacenadas y etiquetadas. Se
extrajo el componente de cada banda con
acetona, luego metanol y agua.

Caracterizacion estructural

La caracterizaciéon estructural de
los componentes aislados se determiné
mediante el  Espectrofotometro  de
Transformadas de Fourier FT - IR

Serie: Nicolet is50-FTIR Marca: Thermo

Scientific (laboratorio de investigacion
multidisciplinaria -UPAO).

Evaluacién de la actividad
hipoglucemiante

Se utilizaron especimenes de la variedad
R. rattus var. albinus, machos de 3 meses de
edad, con peso entre 190 a 250 g procedentes
del Instituto Nacional de Salud (INS).
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El tamano de la muestra estuvo
constituida por 42 especimenes distribuidos
en 7 grupos al azar en jaulas de 6 por cada
grupo, manteniéndolos bajo condiciones
ambientales naturales de temperatura y
luz, con dieta balanceada para “ratas” de
hasta 100 g/dia y agua a libertad hasta
el momento del estudio experimental

(Navarro et al., 2004; Meckes et al., 2001).

Dosaje de glucosa basal: Método

glucosa oxidasa

Glucometro Accu-CleK

active, con sus respetivas tiras reactivas.

Se usd el

Se determino el valor de la glucosa a todos
los especimenes previo ayuno de 12. La
muestra sanguinea se obtuvo realizando
una incisién en el 4pice de la cola hasta
obtener una gota homogénea y aplicandola
directamente sobre la tira reactiva insertada
en el glucometro, observado visualmente
en la pantalla la lectura correspondiente al
valor de la glucosa.

Teniendo  como  valor  Normal
Referencial de 80-122 mg/dL valores de
glucosa correspondiente a los especimenes
del INS; se realiz6 el experimento en el
bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo.

Inducciéon de hiperglucemia con

reactivos Aloxano

A 36 especimenes dela experimentacion
previo a lainduccién de la hiperglicemia, se
les determind la glucosa basal. Después, se
provocé la hiperglucemia con solucién de
Aloxano 5% en Buffer fosfato (pH 7.3) dosis
de 75 mg/kg de peso corporal a una sola
dosis, por via intraperitoneal monitoreando
la concentracién de glucosa, los especimenes
que tuvieron dosaje de glucosa entre de
440-504 mg/dL se consideré en nuestro
estudio (Pérez-Gutiérrez et al., 1998).
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Efecto hipoglucemiante

Se trabajé con los siguientes grupos
conformados:

Grupo I: Para el efecto hipoglucemiante
del componente C12AAg - fraccién acetato
de etilo de R. floribundus kunth (Rosaceae)
“zarzamora” a la concentracién de 150 mg/
kg en R. rattus var. alvinus

Grupo II: Para el efecto hipoglicemiente
del componente C12AAg - fraccién acetato
de etilo de R. floribundus kunth (Rosaceae)
“zarzamora” a la concentracion de 75 mg/
kg en R. rattus var. alvinus

Grupo III: Para el efecto hipoglicemiante
del componente AM2F de R. floribundus
kunth
concentraciéon de 150 mg/hg en R. rattus

(Rosaceae) “zarzamora” a la

var. alvinus

Grupo IV:Para el efecto hipoglicemiante
del componente AM2F de R. floribundus
kunth (Rosaceae)
concentracién de 75 mg/kg en R. rattus var.
alvinus.

“zarzamora” a la

Grupo V: Para el efecto hipoglicemiante
del componente ACF de R. floribundus kunth
(Rosaceae) “zarzamora” a la concentraciéon
de 150 mg/kg en R. rattus var. alvinus.

Grupo VI: Para el efecto hipoglicemiante
del componente ACF de R. floribundus kunth
(Rosaceae) “zarzamora” a la concentraciéon
de 75 mg/kg en R. rattus va. alvinus.

Alos grupos delal VIcon hiperglucemia
inducida, se les administro 2 mL de solucion
de cada componente a las concentraciones
de 150 y 75 mg/kg, respectivamente, por
via oral

Grupo VII: Blanco

Al Grupo VII Blanco no se indujo la
hiperglucemia ni tampoco se le administré
la solucién del componente, se le administré

2 mL de suero fisiol6gico como placebo.

La evaluacion del efecto

hipoglucemiante, se  realiz6  posta
administraciéon del componente a la hora
2h, 3h, 4h, 5h, 6h y 24. Tomando muestras
sanguineas para determinar el dosaje de

glucosa por el Método de Glucosa Oxidasa.
Resultados

La extraccion con Soxhlet de 60 g de
muestra en polvo de “zarzamora” obtuvo
0,78 g de extracto con éter de petréleo, 0,89
g con cloroformo, 0,993 g con acetato de
etilo y 1,558 g con metanol. Por maceracién
en agua de 10 g de muestra se obtuvo 0,28
g de extracto.

El sistema de solvente mas adecuado
para separar los componentes del extracto
de acetato de etilo fue de acetato de etilo/
cloroformo 5:5.

Por cromatografia con cromatofolios
de 20 x 20 cm se obtuvo 07 fracciones, los
cuales fueron codificados y almacenados
para su tratamiento posterior (Tabla 1).

Los componentes extraidos de las
fracciones cromatogréficas se muestran en
la Tabla 2.

Los espectros
principales

infrarrojos de los
aislados por
cromatografia de capa fina se muestran en
las Fig. 1,2y 3.

componentes

Los resultados del efecto

hipoglucemiante se muestran en la Tabla 3.
Discusion

El espectro infrarrojo del componente

C12AAg (Fig. 1), separado de la fraccion

acetato de etilo, mostré la banda ancha

entre 3800-3200 cm™ correspondiente al

grupo funcional -OH, un pico bastante

pronunciado del grupo C=O carbonilo. La
libreria del espectrometro FTIR indic6 que
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la estructura del componente concuerda
con la estructura de la Vitamina B, (dcido
pantoténico), Fig. 4. Ademas, de acuerdo
a la literatura (Arsenio et al., 1984), esta
vitamina es usada en pacientes diabéticos
para el control de la hiperglucemia.

El  espectro infrarrojo de los
componentes ACF y AM2F, comparada con
la libreria del equipo, indic6 la presencia
de poliacrilamida o componente de una
especie vegetal que no corresponde a la
especie en estudio.

Por los resultados espectroscépicos

se  decidi6 evaluar la  actividad

hipoglucemiante del componente C12AAg.

La Tabla 3, muestra los niveles
promedios de glucosa (mg/dL) al inicio
y a diferentes intervalos de tiempos de
aplicado el tratamiento a los diferentes
grupos experimentales con sus respectivas
desviaciones tipicas, por lo que, se puede
afirmar que el grupo I al cual se aplico
concentracién a 150 mg/kg de componente
C12AAg - fraccion acetato de etilo de R.
floribundus Kunth (Rosaceae) “zarzamora”
alcanz6 a las 24 horas un nivel promedio
de glucosa normal (110 mg/dL) con una
desviacién tipica de 9,5 mg/dL, igual que el
blanco de referencia.

Se realiz6 comparaciones entre los
diferentes grupos experimentales y los
niveles de glucosa a diferentes intervalos
de tiempo de aplicado los tratamientos,
utilizando

disefios completamente

aleatorizados mediante el anélisis de
varianza; el ANOVA aplicado es de una
sola via sin interacciones (Tabla 4). Se
muestra la prueba de homogeneidad de
varianzas en los grupos de Rattus segin
los nieles de glucosa alcanzado en los
diferentes tratamientos y siendo el p>0.05
se concluye que las varianzas en los
grupos son homogéneas. Para el supuesto
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de normalidad se aplic6 la prueba de
Shapiro-Wilk, obteniéndose un p>0.05 en
todos los grupos, por lo que se confirma
la normalidad de la variable niveles de
glucosa en todos los casos.

La Tabla 5 muestra el andlisis de varianza
el cual determina que existe diferencia
significativa (p<0.05) entre los diferentes
grupos de tratamientos segun el tiempo
después de aplicaciéon de los tratamientos,
por lo que, se realiz6 la prueba Tukey-a de
comparacion de medias, para determinar,
cudl es el grupo que presenta mayor
diferencia promedio de los demaés segtn los
intervalos de tiempos de medicién de los
niveles de glucosa.

La Tabla 6, muestra los resultados de la
prueba de comparacién de medias para el
nivel de glucosa (mg/dl) en grupo Blanco
y grupos hiperglucémicos al inicio del
experimento, en donde se evidencia que el
grupo VII ( Blanco) es el que difiere de los
otros grupos de Rattus hiperglucemias; al
observar los subconjuntos homogéneos de
la Tabla 4 se concluye que: hay diferencia
promedio significativa entre el grupo VII
(Blanco) y los demds grupos de Rattus
y ademds, el grupo V evidencia una
diferencia promedio significativa entre los
demas grupos de Rattus hiperglucemias.

La Tabla 7, muestra los resultados de la
prueba de comparacién de medias para el
nivel de glucosa (mg/dl) en grupo Blanco
y grupos hiperglucémicos a 24 horas de
aplicado los tratamientos, en donde se
evidencia el efecto hipoglucemiante que
ha logrado el tratamiento a concentraciéon
150 mg/kg de C12AAg - fraccion acetato
de etilo de R. floribundus Kunth (Rosaceae)
“zarzamora”,  puesto
niveles de glucosa normal y forman un
subconjunto homogéneo con el grupo
blanco, mostrandose este como el mejor

que, alcanza
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tratamiento.
Conclusiones

Se aislaron siete fracciones del extracto
de acetato de etilo de la rama floral del R.
floribundus Kunth (Rosaceae) “zarzamora”
empleando la cromatografia en capa fina
con silicagel.

Por la libreria disponible en el equipo
de FTIR soélo se identificé al componente
C12AAg, el cual podria corresponder a la
Vitamina B, (Acido pantotenico).

El tratamiento a una concentracion
de 150 mg/kg del componente CI12AAg
- fraccion acetato de etilo de R. floribundus
Kunth (Rosaceae)
mayor efecto hipoglucemiante a las 24,

“zarzamora” mostro

alcanzando el nivel normal de glucosa
similar al grupo blanco.
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ANEXO
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Fig. 1. Espectro infrarrojo del componente C12AAg
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Fig. 2. Espectro infrarrojo del componente AM2F
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Fig. 3. Espectro infrarrojo del componente ACF
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Fig. 4. Vitamina B, (acido pantoténico)

Tabla 1. Fracciones de extracto acetato de etilo de R. floribundus kunth (Rosaceae) “zarzamora”

Fracciones Rf Color (UV) 2=365 nm
CIA 0.14 Morado
C2A 0.27 Celeste fosforescente
C3A 0.38 Marron
C4A 0.46 Rojo y Marron
C5A 0.63 Verde
C6A 0.74 Rosado
C7A 0.85 Marrén
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Tabla 2 Componentes extraidos de las fracciones cromatogréficas

Gramos de

N°  Componente Solvente Usado . Color
componente obtenido

1 Cl‘A Ac. Acetona 0.01 Crema verdoso
2 Cz -A Ac. Acetona 0.02 Crema verdoso
3 C3 -A Ac. Acetona 0.04 Crema verdoso
4 C,-A Ac. Acetona 0.04 Verde petréleo
5 C,-A Ac. Acetona 0.01 Verdoso cristalino
6 Cs-A Ac. Acetona 0.02 Cristalino

7 C,-A Ac. Acetona 0.01 Cristalino

8 C,,-AM Metanol 0.07 Marrén claro
9 Csi -AM Metanol 0.09 Cristalino

10 C,,-AM Metanol 0.02 Cristalino

11 C,,-AAg Agua 0.08 Marrén

12 C,,-AAg Agua 0.04 Marrén

13 C,,-AAg Agua 0.03 Marrén

14 C,,-AAg Agua 0.05 verde claro
15 CSZ-AAg Agua 0.03 verde cristalino
16 C;,AAg Agua 0.03 cristalino

17 C,-AAg Agua 0.04 cristalino

Tabla 3. Variacion de los niveles de glucosa (mg/dL) en el experimento en cada grupo de Rattus

Glucosa (mg/dL)

Inicio 1 hora 3 horas 6 horas 24 horas
Grupos
Media DV Media PV Media DV Media DV Media POV
Tipica Tipica Tipica Tipica Tipica

I(150mg/kgde CI2AAg) 476 205 396 228 258 121 158 117 110 95
II (75mg/kg de CI2AAg) 477 199 597 197 430 222 411 232 398 355
Il (150mg/kg de AM2F) 467 242 587 242 414 238 390 269 385 273
IV (75mg/kg de AM2F) 480 187 482 199 483 198 484 199 48] 196

V (150mg/kg de ACF) 430 359 430 359 433 36.6 435 36.8 430 35.6
VI(75mg/kg de ACF) 464 31.1 464 31.1 465 32.1 467 33.0 465 30.9
VII(Blanco) 106 10.9 108 10.7 109 10.2 110 8.6 105 9.5

Fuente: Ficha de registro de datos
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Tabla 4. Prueba de homogeneidad de varianzas en los grupos de Rattus de experimentaciéon segtin
niveles de glucosa (mg/dl) durante el experimento.

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
Nivel de glucosa inicial 0.929 6 35 0.487
Nivel de glucosa a 1 hora 0.908 6 35 0.500
Niel de glucosa a 3 horas 1.752 6 35 0.138
Nivel de glucosa a 6 horas 2.111 6 35 0.077
Niel de glucosa a 24 horas 2.125 6 35 0.075

Tabla 5. Andlisis de varianza en los grupos de experimentacién a diferentes horas de aplicado el
tratamiento en Rattus.

Tiempo de aplicacién F. V. S.C. gl C.M. F Sig.
Inicio Tnter-grupos 674365.000 6 112394.167 190.496 0.000
20650.333 35 590.010
Intra-grupos
Total 695015.333 41
a1 hora Inter-grupos 965879.810 6 160979.968 264.250 0.000
21321.833 35 609.195
Intra-grupos
Total 987201.643 41
a3 horas Inter-grupos 671927.952 6 111987.992 192.763 0.000
20333.667 35 580.962

Intra-grupos

Total 692261.619 41

a6 horas Inter-grupos 829411.000 6 138235.167 224.371 0.000

21563.500 35 616.100
Intra-grupos

Total 850974.500 41

a 24 horas Inter-grupos 944240.238 6 157373.373 229.697 0.000

23979.667 35 685.133
Intra-grupos

Total 968219.905 41
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Tabla 6. Prueba de comparaciéon de medias para el nivel de glucosa (mg/dL) en grupo blanco y
grupos hiperglucémicos al inicio del experimento.

HSD de Tukey-a

Grupos de experimentaciéon N  Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
106.33
VII (Blanco) 6
430.00
V (150mg/kg de ACF) 6
464.17  464.17
VI (75mg/kg de ACF) 6
466.67  466.67
III (150mg/kg de AM2F) 6
476.17
1 (150mg/kg de C12AAg) 6
477.00
II (75mg/kg de C12AAg) 6
480.00
IV (75mg/kg de AM2F) 6
1.000 0.152 0.915
Sig.

Tabla 7. Prueba de comparaciéon de medias para el nivel de glucosa (mg/dL) en grupo blanco y
grupos hiperglucémicos a 24 horas de aplicado los tratamientos.

HSD de Tukey-a

Grupos N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4
VII (Blanco) 6 104,67
I (150mg/kg de C12AAg) 6 109,83
I (150mg/kg de AM2F) 6 384,50
II (75mg/kg de C12AAg) 6 398,00
V(150mg/kg de ACF) 6 430,33 430,33
VI(75mg/kg de ACF) 6 464,67 464,67
IV (75mg/kg de AM2F) 6 481,33
Sig. 1,000 0,062 0,286 0,923
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Fig. 5. Rubus floribundus Kunth “zarzamora”. A-B. Ramas floriferas (Fotografia: Cortesia S. Leiva,
HAO)
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