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Aislamiento de componentes y efecto
hipoglicemiante del extracto metandlico de
albahaca (Ocium basilicum), en ratas C57bl/6 con
hiperglicemia experimental

(Isolation of components and hypoglycemic effect of methanolic
basil extract (ocium basilicum) in C57bl/6 rats with experimental
hyperglycemia)

Manuel Alejandro Meléndez- Jimenez,'2 Angel Raul Rivero- Cuevas,’ Isis Helga Vivas- Pivat® y Gustavo Adolfo
Naylander- Lugo’

Resumen

Antecedentes: la albahaca (Ocium basilicum) es una hierba perteneciente a la familia laminaceae,
caracterizada por sus bondades medicinales. Se ha referido su uso en la terapéutica del cdncer,
vitfiigo, hipercolesterolemia y la diabetes mellitus.

Objetivo: evaluar el efecto hipoglicemiante del extracto metandlico de la albahaca, su aislamiento
y purificacién de sus principales compuestos.

Métodos: las hojas y tallos fueron colectadas en el sector la Hechicera, estado Mérida, Venezuela.
Las muestras se maceraron en 20L de metanol al 70% v/v, dosificindose a dosis crecientes entre 1,0
y 2,0 g/kg, usando como modelo experimental, ratas macho de la cepa C57BL/6, con hiperglicemia
inducida con aloxano monohidratado. Se incluyé un control positivo usando como agente
hipoglucemiante la sitagliptina (400ug/kg). El extracto se sometié a fraccionamiento mediante
cromatograffa de columna abierta, cuyas fracciones (175 ml cada una) se asociaron por similitud
estructural y fueron dosificadas a la poblacién en estudio. Se obtuvieron muestras sanguineas seriadas
de la vena de la base de la cola y se procesaron siguiendo el método de la glucosa oxidasa-peroxidasa.

Resultados: se demostrd una disminucion de la concentracion de glucosa sanguinea a la dosis de
2,0 g/kg (<120 mg/dL). Los andlisis estructurales se realizaron mediante pruebas cromatograficas,
espectroscépicas, espectrométricas y quimicas. Del estudio se aislaron e identificaron los siguientes
compuestos: nandecilato de metilo (C,O,H, ); behenato de metilo (C2302H46) hexacosanoato
de metilo(C2702H54), asi como 18-metoxicarbonil-3,4-didehidroibogamina, el flavonoide
5,7,3"trihydroxi-3,6,4 -trimetoxiflavona, los cuales son reportados por primera vez en los andlisis

fitoquimicos para O. basilicum.

Conclusion: estos hallazgos sustentan el potencial uso de la albahaca como alternativa considerable
en el tratamiento hipoglucemiante.

Descriptores: diabetes mellitus, hiperglicemia, ratas, hipoglucémico, medicina natural, farmacologfa

Abstract

Background: Basil (Ocium basilicum) is an herb belonging to the family laminaceae, characterized
by its medicinal benefits. Its use has been referred for the treatment of cancer, vitiligo,
hypercholesterolemia, and diabetes mellitus.
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Obijective: to evaluate the hypoglycemic effect of the methanol extract of basil, isolation and
purification of its main compounds.

Methods: The leaves and stems were collected in the sector La Hechicera, Mérida, Venezuela
State. Samples were macerated in 20L of methanol to 70% v/v, dosing to increaseddoses between
1.0 and2.0 g/kg, using as experimental model, male rats of the C57BL/6 strain with hyperglycemia
induced with alloxan monohydrate. A positivecontrol was included using as a hypoglycemic agent
sitagliptin (400ug/kg). The extract was submitted to fractionation by open column chromatography,,
whose fractions (175 ml each) were partnered by structural similarity and were dosed to the
population under study. Serial blood samples from the base of the tail vein were obtained and were
processed using the method of the glucose oxidase-peroxidase.

Results: they showed a decrease of the concentration of blood glucose at a dose of 2.0 g/kg (&lt; 120
mg/dL). Structural analyses were conducted using chromatographic, spectroscopic, spectrometric
and chemical tests. They were isolated from the study and the following compounds were
identified: nandecilato of methyl (C, O,H, ); methyl behenate (C2302H46), methyl hexacosanoate
(C2702H54) as well as 18-methoxycarbonyl-3, 4-didehidroibogamina, 5,7,3"trihydroxi-3,6,4"
trimetoxiflavona flavonoid, which are reported for the first time in the phytochemical analysis for
O. basilicum.

Conclusion: These findings support the potential use of Basil as a weed of traditional medicine in
the hypoglycemic treatment.

Keywords: Mellitus diabetes; hyperglycemia, rats, hypoglycemic; natural medicine, pharmacology.

Fecha recibido: 01 de enero 2017

La albahaca (Ocium basilicun) es una [laminaceae de
crecimiento bajo (entre 30-130 cm), con hojas dentadas y de
textura sedosa, que mide de 3 a 11 cm de largo, por 1 a 6 cm de
ancho.! Es un cultivo de importancia econémica global, con una
produccién mundial anual de 100 tipos de aceites esenciales.>®
Al mismo tiempo, constituye parte de los registros etnobotdnicos
de pafses como Venezuela.*> Ha sido objeto de estudio en
consideracion a sus posibles efectos curativos: 1a albahaca, llamada
popularmente en el Caribe como basil y basilik, es muy utilizada
en medicina tradicional para curar afecciones gastrointestinales
(diarreas, parasitismo), respiratorias (bronquitis, tos), dolor de oidos
y reumatismo. Tépicamente, es usada en banos y cataplasmas para
tratar afecciones de la piel.2 Sus componentes quimicos han sido
estudiados en varias ocasiones y entre ellos se han encontrado las
siguientes sustancias: alfa pineno, beta-pineno, 1,8- cineol, linalol,
camfor, metil chavicol (estragol), metil (Z)-cinamato, eugenol,
beta-elemeno, metil (E)-cinamato, beta-cariofileno, beta-cubebeno,
beta—bisaboleno y alfa-muurolol.® Se le atribuyen propiedades
antisépticas, antiinflamatorias, antiespasmédicas, analgésicas,’
relajantes,® antimicrobianas y antivirales.”!° El objetivo general
de esta investigacion fue aislar mediante cromatografia y
espectroscopfa, algunos componentes de esta especie vegetal, y
evaluar el efecto hipoglicemiante de su extracto.

Métodos

Reactivos

Los reactivos de grado analitico se adquirieron en la casa
Sigma-Aldrich, y corresponden a los siguientes: hipoclorito de

Fecha aprobado: 09 de marzo 2017

sodio al 0,3%, metanol, hidréxido de potasio, dcido sulfdrico,
ninhidrina, d4cido bérico al 10%, dcido oxdlico al 10%,
anisaldehido, amoniaco, n-propanol, tolueno, dcido ascérbico,
cloroformo, hexano, acetona, etanodiol, etanol, tolueno,
diclorometano y sulfato de magnesio. Se usé también agua
desprovista de iones, agua destilada.

Material vegetal

Las hojas y tallos de albahaca fueron adquiridos durante
febrero de 2011, en la Fundacién Jardin Botdnico de Mérida,
sector la Hechicera, estado Mérida, Venezuela. La clasificacién
taxondmica fue realizada por esta misma fundacion.

Extracto metandlico de albahaca

Las hojas y tallos fueron lavados con agua destilada y
desinfectados sin agitar, con una solucién de hipoclorito de sodio
al 0,3% v/v. Se sometieron 15 kg de las muestras vegetales a un
proceso de maceracién en fresco en 20L de metanol al 70% v/v,
y se colocaron en un frasco dmbar.!'El macerado se concentrd
y se sometio al vacio, obteniéndose 139,56g de un extracto de
color oscuro, el cual se emple6 para los analisis cromatogréficos
y la administracién a los animales, para evaluar su efecto
hipoglicemiante.

Estudio, purificacién y caracterizacién de compuestos

Se pesaron 20 g del extracto seco de albahaca y se disolvié en
metanol; después se concentrd el volumen de la solucién por un
rotavapor (Yamato andlogo, TSRE300AW, reactivos y equipo S.A
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Cuadro 1. Distribucion de fases moviles y reveladores cromatograficos, segiin los metabolitos
estudiados

Componentes Fases moviles

Reveladores

Antraquinonas y

cumarinas (10:1:5)

Alcaloides (4:1:0: 1)

Aminodcidos y - @ d
. : |
aminas acido acético

(4:3:2:1)

Azucares y . o
. ), &cido acético
oligosacaridos

(4:3:2:1)

terpénicos amoniaco: agua

(7: 2: 2: 3)

Terpenos

Acetato de etilo: metanol: agua

Cloroformo: metanol: amoniaco

n-propanol: acetato de etilo: agua:

n-propanol: acetato de etilo: agua:

Tolueno: acetato de etilo: acetona:
acido férmico (5:2:2:1); cloroformo:

Flavonoides metanol: amoniaco
(4:1:0:1)
Cloroformo: metanol: amoniaco
Glucésidos (4:1:0:1); n-butanol: etanodiol:

Tolueno: acetato de etilo (95:5)

Solucién etandlica de KOH 10%, Solucién de
acido bdrico 8% y Solucién de acido oxalico
10%

(2:1)

Reactivo de Dragendorff. Solucién acido
sulfurico 10%

Ninhidrina

A- naphtoil-acido sulftrico

Solucién de acido bdrico 10% vy solucién de
acido oxalico 10%
(2:1)

Anisaldehido - 4cido sulfdrico

Anisaldehido: cido sulfurico

de CV, México) durante 30 min, hasta obtener 2mL, de los cuales
se tomaron alicuotas de 10uL de cada muestra y se aplicaron a las
placas cromatograficas (marca Merck),'> !* con las distintas fases
moviles, segtin el metabolito por identificar (Cuadro 1).

Se llevé a cabo la caracterizacién de los principales
compuestos obtenidos en el estudio fitoquimico mediante
espectrofotometria, utilizando dos espectrémetros: el Milton
Roy Spectronic 1201 y el Perkin Elmer 599. Los espectros
se obtuvieron mediante un equipo avance DRX Bruker 300
Mhz con software: Iris 6.5, xwinnmr 3.0. (2000). Las formas
estructurales de los compuestos se verificaron empleando un
programa de computacién comercial ChemDraw, versién 12.0
(Addlink software cientifico, Madrid, 2012).

Fraccionamiento biodirigido

Unapartedelextractometandlicosesometidafraccionamiento
primario por cromatograffa de columna abierta.” Se obtuvo un
total de 21 fracciones con un volumen de 175 ml cada una, las
cuales se asociaron por similitud cromatogréfica, obteniéndose 5
fracciones, que se destinaron a las pruebas de hipoglucemia en
un modelo experimental de ratas hiperglicémicas. En el Cuadro
2 se muestra el ndmero de fracciones, sus combinaciones y el
rendimiento de estas, expresado en gramos.

Animales experimentales

Los protocolos aplicados se disefiaron siguiendo las buenas
précticas de manejo y empleo de animales de laboratorio.!4!

Se emplearon 44 ratas macho de la cepaC57BL/6, las cuales
fueron adquiridas en el Bioterio del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC). Los pesos de las ratas oscilaron
entre 300 y 370 g. Previo a la realizacién del experimento, la
ratas fueron colocadas en jaulas individuales y se les sometié
a una temperatura de entre 21-22°C, en condiciones de ciclo
claro/oscuro de 12 h.'3'° Se les suministré una dieta comercial
granulada (Protinal®) y la ingesta de agua fuead libitum.

Induccién experimental de la diabetes y cuantificacion
de la glucosa “in vivo”

A las ratas se les administrd, a través de la vena coccigea,
una soluciéon de aloxano monohidratado al 10% (v/v), en
dosis tnica de 160mg/kg de peso corporal durante 5 dfas,
diagnosticdndose hiperglicemia cuando la concentracién de
glucosa sanguinea fuese >180mg/dL. Se evalud la glicemia
a partir de muestras seriadas tomadas de la vena lateral de la
cola, y la sangre se procesé con bandas reactivas para analisis,
utilizando un glucédmetro (Optium Xcced, Abott).

Protocolo experimental

Se utilizaron 44 animales, los cuales fueron subdivididos en
11 grupos, a saber: Grupo I(control): cuatro ratas a las cuales se
les suministré 1 mL de solucién fisiolégica de NaCl + dextrosa,
ambas al 0,45% v/v; Grupo II: cuatro ratas: 160 mg/kg de
aloxano monohidratado (AM) por kilogramo de peso corporal
(PC); Grupo III: cuatro ratas: 160 mg/kg peso corporal de aloxano
monohidratado + 400 pg/kg peso corporal de sitagliptina®;
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Cuadro 2. Fraccionamiento primario del extracto, proporcion, nimero de fracciones y
combinaciones y rendimiento de estas*

Eluyente Proporcion (viv) N° Fraccion Combinacion Rendimiento (g)
HEXANO 100 1-7 F1 (1-3) 2,53
HEXANO: CHCI3 (94:6) 8-9 F2 (4-6) 3,10
HEXANO: CHCI3 (92:8) 10-13 F3 (7-15) 6,99
HEXANO: CHCI3 (79:21) 14-17 F4 (16-18) 5,78
HEXANO: CHCI3 (70:30) 18 - 21 F5 (19-21) 4,91
*El rendimiento de las fracciones se expresa en gramos (g).

Grupo 1V: cuatro ratas: 160 mg/kg peso corporal de aloxano
monohidratado (AM) + 1,0 g/kg de PC del extracto metandlico
de albahaca (EMA); Grupo V: cuatro ratas: 160mg/kg PC de AM
+ 1,5 g/kg PC del extracto metandlico de albahaca; Grupo VI:
cuatro ratas: 160 mg/kg PC de AM + 2,0g/kg PC del extracto
metandlico de albahaca; Grupo VII: cuatro ratas: 160 mg/kg PC
de AM + 200 mg/kg PC de la fraccién 1; Grupo VIII: cuatro ratas
: 160 mg/kg PC de AM+ 200 mg/kg PC de la fraccién 2 ; Grupo
[X: cuatro ratas: 160 mg/kg PC de AM + 200 mg/kg PC de la
fraccién3; Grupo X: cuatro ratas: 160 mg/kg PC de AM + 200
mg/kg PC de la fraccién 4; Grupo XI: cuatro ratas: 160 mg/kg PC
deAM + 200 mg/kg PC de la fraccién 5. El Cuadro 3 muestra
la distribucién de los grupos. Todos los tratamientos fueron
aplicados por via intraperitoneal y los correspondientes a los
grupos II al XI fueron disueltos en polisorbato sédico 80. (Tween
80) al 5% v/v en agua destilada. La frecuencia de administracién
fue cada 24 h durante 5d.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos fueron expresados como la media ()
+ el error estdndar de la media (EEM). El andlisis estadistico
de los datos obtenidos y la interpretacién de las diferencias
se realizaron mediante una prueba descriptiva general de
la variable concentracién plasmdtica de glucosa por grupo
(tratamiento), utilizdndose para ello la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis. Se consideré una diferencia estadisticamente
significativa para aquellos valores que tuvieron una probabilidad
menor o igual a 0,05 (P<0,05). El paquete estadistico usado fue
el Statistix 8.0 de ambiente Windows (2011).

Resultados

Estudio fitoquimico

El estudio fitoquimico cualitativo realizado, permitié
determinar la presencia de ciertos grupos funcionales de
compuestos, los cuales se resumen en el Cuadro 4.

Caracterizacién de los compuestos aislados en el
estudio fitoquimico

En el espectro de RMN-1H se estimaron sefiales para
hidrégenos a dH=4,13 (1H, dd, H-1a), 4,11 (1H, dd, H-1b),

3,87 (1H, m, H-2), y 3,66 (1H, dd, H- 3a), 3,59 (1H, dd,
H-3b), y carbonos a dC C =55,1 (C-1), 69,1 (C-2), y 63,3
(C-3), los cuales coinciden con las composicién estructural
de 1-monoglicérido, facilitando la identificacién al sistema de
glicerol, segtin la bibliograffa (Kawagishi et al., 2002; Konishi et
al, 2004). La cromatograffa acoplada a espectrometria de masas
permitié determinar tres espectros con los iones moleculares:
312 M/Z; 354 M/Zy 410 M/Z, siendo: nandecilato de metilo,
(C,,O,H,,), behenato de metilo (C2302H46), y hexacosanoato
de metilo (C2702H54), respectivamente.

También se determind la presencia de un alcaloide
inddlico: la didehidroibogamina (18-metoxicarbonil-3,4),
un compuesto incoloro que corresponde al metil-benzeno
(monoterpeno:1-isopropil-4), y el flavonoidetrimetoxiflavona
(5, 7,3 trihydroxi-3, 6, 4).

Los compuestos mencionados, exceptometil-benzeno, son
reportados por primera vez para la especie vegetal Ocium
basilicum. las figuras 1, 2 y 3 muestran las respectivas
estructuras quimicas.

Efectos producidos por la administracion del extracto
metandlico de la albahaca y sus fracciones sobre la
glicemia

En el Cuadro 5 se muestra el efecto hipoglicemiante
generado tras la administracién intraperitoneal del extracto
metandlico de albahaca y las cinco fracciones asociadas por
similitud cromatogréfica en ratas hiperglicémicas. Los valores
del grupo tratado con sitagliptina® (Grupo 1I) como fdrmaco
control hipoglicemiante, arrojaron diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) con respecto a las ratas con hiperglicemia
experimental (Grupo III). Un efecto similar (P<0,05) se
evidenci6 en los grupos a los cuales se les administré la albahaca
a dosis crecientes entre 1,0 y 2,0 g/kg (grupos IV al VI).

Discusién

Los resultados de la presente investigacién permitieron
identificar mediante estudios fitoquimicos, distintos metabolitos
secundarios, entre los que se encuentran: fenilpropanoides,
monoterpenos y sesquiterpenos, asi como también metabolitos
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Cuadro 3. Distribucion de la poblacion de estudio, segin el protocolo experimental
Grupo Tratamiento Dosis a dm‘i,ri?stdr :ci()n
| Ratas Control Solucién Salina 1 mL ilp
[l Ratas hiperglicémicas Aloxano monohidratado 10% 160 mg/Kg ilp
1= Sitagliptina® 400pg/Kg Oral
Y Ocimun basilicum 1,0 g/Kg ilp
% Ocimun basilicum 1,5 g/Kg ilp
Vi Ocimun basilicum 2,0 g/Kg ilp
VI F1 200 mg/Kg ilp
Vil F2 200 mg/Kg ilp
IX F3 200 mg/Kg ilp
X F4 200 mg/Kg ilp
Xl F5 200 mg/Kg ilp
*Farmaco control hipoglicemiante; i/p: intraperitoneal.

derivados de los &cidos grasos con distintas caracteristicas
quimicas, como ésteres y aldehidos. Segin investigadores,'!
serfan los responsables del aroma que caracteriza esta
especie vegetal. No obstante, otros autores’ difieren de
estas afirmaciones y sefialan que estos compuestos han sido
escasamente reportados en la albahaca y se sintetizan a partir de
componentes en altas concentraciones, como los dcidos grasos
insaturados y poliinsaturados por diferentes rutas bioquimicas.
Posiblemente, el compuesto 1-monoglicérido, aislado en este
estudio, constituye un precursor de estos metabolitos.

En este ensayo, también se obtuvo un alcaloide indélico, el
18-metoxicarbonil-3,4-dehidroibogamina (Figura 1), conocido
como catarantina, el cual es de interés quimico, ya que se
emplea en la sintesis de anhidrovinblastina, un bisindélico
antitumoral. Este compuesto es un constituyente principal de

la familia vegetal de las Apocyndceas que se ha investigado
como alternativa en la fitoterapia del cancer linfitico,'® incluso
se reflere como integrante de complejos proteicos en pro de
las enterohormonas,!” 1o que destaca su particular interés
biomédico.

Asimismo, se aisld el monoterpenol-isopropil-4-metil-ben-
zeno, conocido como p-cimeno, derivado de la deshidrogenacion
de algunos terpenos. Este compuesto ha sido reportado 2%2! como
tratamiento en la hiperplasia prostdtica benigna sintomdtica
(BPH) y en las infecciones de las vias urinarias. La bibliograffa
lo refiere como responsable de modificaciones covalentes y
demds reacciones bioquimicas que inducen a disminuciones
drésticas de la concentraciéon plasmdtica de glucosa, incluso se
ha demostrado la estimulacién de los granulos insulinégenos
secretores de las células beta del pdncreas, incrementando

HaC

CHs

CHs o

_OMe

H OMR ‘ 0
MeQ—~"

OH O

OMe

Figura 1. A. Compuesto purificado del extracto metanélico. 18-metoxicarbonil-3,4-didehidroibogamina. B. Compuesto purificado del extracto metandlico:
1-Isopropil-4-metil-benzeno. C. Compuesto purificado del extracto metandlico 5,7,3 "-trihydroxi-3,6,4 -trimetoxiflavona
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la biosintesis de insulina,'* lo que mantiene relacién con los
resultados obtenidos, tras la administracién de la F1 y la F2,
respectivamente.

Los bioensayos realizados demuestran que las fracciones 3 y
4 ejercen, de manera independiente, un efecto hipoglicemiante
similar a lo reportado para el 7. foenun-graceum, ?* sugiriéndose
que la administracién experimental combinada de los
compuestos 4 y 5 obtenidos de las hojas, tallos y raices de
[bervillea sonorae por cromatograffa de columna, induce
hipoglucemia.

El 18-metoxicarbonil-3,4-didehidroibogamina (catarantina)
y hexacosanoato de metilo que destacan en las fracciones F1
y E5, respectivamente, pueden ser responsables del efecto
hipoglucémico, atendiendo posibles asociaciones con proteasas
del metabolismo de los dcidos grasos y los glicidos, siendo un
grupo bloqueador de la enzima dipeptidil peptidasa IV (cuya
inhibicién da por resultado incremento considerable de las
concentraciones de enterohormonas capaces de incrementar
la secrecién insulinica de manera glucosa-dependiente) y
activador de las subunidades de los receptores transmembrana
de insulina. 2%24 %

La disminucién en la concentracién plasmdtica de
glucosa, comprobada en el presente estudio, se podria
explicar por la presencia del compuesto fendlico: 5,
7, 3’-trihydroxi-3, 6,4"-trimetoxiflavona (Figura 3). La
bibliografia refiere que ciertos flavonoides estdn ligados a
los receptores proliferadores de peroxisomas (PPARs), los
cuales son antagonistas de los receptores de glucagén, con
la realimentacién positiva de los receptores de insulina.?
Férmacos como la pioglitazona y rosiglotazona actdan
como sensibilizadores en el receptor PPAR-y, el cual se
relaciona con la regulacién por excitaciéon y maduracién
del adipocito,?”?® lo que sugiere amplia vinculacién con los
resultados obtenidos (Cuadro 5), tras la administracién de la
F5 (218 mg/dL a 110 mg/dL + 15).

En conclusién, la albahaca es una planta medicinal opcional
en el tratamiento de la diabetes mellitus y en atencién a los
compuestos asilados, se recomienda realizar nuevos estudios
que evalten su cinética, formalizando asf la inclusién de esta

Cuadro 4. Evaluacion fitoquimica de compuestos y
metabolitos secundarios del extracto metanodlico de
albahaca*

Compuestos Respuesta
Antraquinonas 4
Cumarinas +
Alcaloides -
Aminoécidos +
Aminas -
Oligosacéridos +
AzUcares -
Flavonoides +
Glucosidos terpenicos =
Terpenos +

Respuesta positiva (+) del metabolito en el extracto; respuesta negativa (-) del
metabolito en el extracto

especie en el tratamiento de tal patologfa, al mismo tiempo que
se podrfa disminuir los riesgos de salud publica por consumo
indiscriminado de la albahaca.
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