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Resumen. Astianthus viminalis es una de las especies medicinaes
del Estado de Morelos, se le conoce como Azuchil y es utilizado
principalmente para el tratamiento de la diabetes mellitus. El estudio
quimico de lasramasy hojas dio lugar ala obtencion de tres iridoides
adicionales a los obtenidos en un estudio anterior: estansiésido (6),
plantarrenalésido (7) y campendsido (8). El extracto metandlico asi
como dos de sus fracciones mayoritarias fueron evaluados como
agentes hipoglucemiantes y antihiperglucemiantes en ratas normales
y en ratas tratadas con estreptozotocina (SZ). En las ratas normales,
ninguno de los productos mostré actividad hipoglucemiante. En las
ratas tratadas con SZ, las dos fracciones (AVUR y AVIR) mostraron
actividad antihiperglucemiante 5 h después de la administracién a
una dosis de 0.15 y 0.4 g/ kg, respectivamente. Estos resultados
podrian explicar el uso medicina atribuido a esta planta.

Palabras clave: Iridoides, Astianthus azlchil, hipoglucemia, anti-
hiperglucemia.

Abstract. Astianthus viminalis is one of the medicinal species from
Morelos State, it is known as AzGchil and it is mainly used for the
treatment of diabetes. The chemical study of the leaves and branches
afforded, in addition to the obtained in a previous study, three iri-
doids: stansioside (6), plantarrenaloside (7) and campenoside (8).
Hypoglycaemic and antihyperglycaemic activities of the methanolic
extract and two of their main fractions were studied in normal and
streptozotocin (SZ)-diabetic rats. In normal rats, none of the extracts
tested exhibited hypoglycaemic activity. In SZ-diabetic rats, both
fractions (AVUR and AVIR) exhibited antihyperglycaemic activity 5
h after administration at the doses of 0.15 and 0.4 g / kg respectively.
These results could explain the medicinal use attributed to this plant.
Keywords: Iridoids, Astianthus, aztchil, hypoglycaemia, antihyper-
glycaemia.

I ntroduccion

Astianthus viminalis es un arbol pequefio que crece en las ori-
Ilas de los rios, es conocido popularmente en Morelos como
Azlchil [1, 2], y es una de las especies medicinales del Estado
de Morelos que es utilizada para el control de la diabetes me-
Ilitus [3], en donde la decoccidon de las hojas de este arbol es
utilizada como “agua de tiempo” para tratar la sintomatologia
caracteristica de los pacientes diabéticos.

En un estudio quimico efectuado con anterioridad, se ais-
laron la mezclaisomérica de los &cidos ursdlico (1) y oleandli-
co (2), los &cidos cindmico (3) y p-metoxicindmico (4) y el iri-
doide 5-hidroxicampendsido (5), como constituyentes mayori-
tarios de las hojas y ramas de este espécimen [4]; sin embargo,
no hay antecedentes experimentales sobre la actividad hipo-
glucemiante que se le atribuye a este vegetal.

Como parte de un estudio dirigido al estudio de plantas
utilizadas en la medicina tradicional mexicana para el trata-
miento de la diabetes mellitus, el objetivo de este trabajo fue
la valoracién experimental de las propiedades hipogluce-
miantes atribuidas a esta planta, para lo cual se realizé la de-
terminacion de los efectos del extracto metandlico y de dos de
las fracciones mayoritarias de este extracto. Para ello se uti-

lizaron diferentes modelos en el animal vivo. Las observa-
ciones sobre los efectos de los productos vegetales se reali-
zaron en animales normoglucémicos, con hiperglucemia leve
y transitoria inducida por medio de cargas simples de dextro-
sa, asi como en animales tratados con estreptozotocina, agente
diabetogénico que produce un estado de hiperglucemia como
consecuencia de la destruccién de las células beta de los islo-
tes de Langerhans.

Resultadosy discusion

El fraccionamiento del extracto metandlico de las hojas y
ramas de A. viminalis dio lugar a tres fracciones mayoritarias
denominadas fraccién 1, fraccién 2 y fraccion 3. El estudio
quimico de estas fracciones permitio establecer que lafraccién
1 estaba constituida principalmente de estigmasterol, un
esterol ampliamente distribuido en el reino vegetal; lafraccién
2 estaba constituida de la mezcla de écidos triterpénicos:. &cido
ursblico (1) y &cido oleandlico (2) y de los fenilpropanoides:
acido cinamico (3) y &cido p-metoxicindmico (4), de la cual
fue posible separar los triterpenos mediante cristalizacion, ya
que son los constituyentes mayoritarios en la planta (0.62 %),
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a esta fraccion se le denominé fraccion AVUR,; los fenil-
propanoides 3y 4 fueron purificados mediante cromatografia
en columna. La tercera fraccion, denominada fraccion AVIR,
estuvo compuesta por una mezcla de cuatro iridoides: 5-
hidroxicampendsido (), €l cual ya habia sido obtenido en el
estudio anterior [4]; la mezcla isomérica de estansidsido (6) y
plantarrenalésido (7), en la cual, €l estansiésido se encuentra
en mayor proporcion (3:1). Esta mezcla ha sido descrita en
Composidiumvaldivianum[5] y Tecoma stans[6], y su identi-
dad se corroboré por €l andlisis de sus datos fisicos y espec-
troscopicos y por comparacion con los descritos en la literatu-
ra. El cuarto iridoide presente en la fraccion AVIR fue carac-
terizado como el campendsido (8), que ha sido descrito como
constituyente de Campsis chinensis [7, 8] y fue caracterizado
mediante la comparacién de sus datos fisicos y espectroscopi-
cos con los descritos en la literatura. Los iridoides (6-8) co-
rresponden a constituyentes de mayor polaridad a los descritos
anteriormente de esta planta[4].

Evaluacion bioldgica. En € estudio agudo realizado con ratas
normoglucémicas, la administracion intragéstrica a concentra-
ciones mayores de 0.1 g / kg del extracto metandlico integro
increment6 alrededor del 50 % los niveles de la glucemia san+
guinea en los animales, efecto que se prolongoé en forma depen-
diente de la dosis del producto administrado (Tabla 1). La
administracion intragéstrica (1 g / kg) e intraperitoneal (0.1 g/
kg), por separado, del extracto metandlico incrementd también
los niveles de glucosa en la curva de tolerancia a la glucosa
inducida con 2 g / kg de dextrosa via subcutanea (Tabla 2).

Dada la similitud en la composicion quimica de algunos
de los iridoides de la fraccion 3 con los ya descritos para
Tecoma stans [6], asi como los informes sobre los efectos
hipoglucemiantes tanto de T. stans [9] y de varios iridoides
[10, 11] como del acido ursolico presente en la fraccién 2
[12], estas fracciones fueron sometidas a eval uacion biol 6gica
para determinar sus propiedades hipoglucemiantes.

Cuando lafraccion AVUR se administrd por dos semanas
consecutivas mezclada con el alimento, a una concentracién
en promedio de 0.11 g / kg, no se observé alteracién en el
comportamiento habitual de los animales (incremento normal
de peso corporal, consumo de alimento y liquido, similares a
los presentados por el grupo control) y los niveles de glucosa
sanguinea no se modificaron (Tabla 3).

En los animales tratados con estreptozotocina, la adminis-
tracion intraperitoneal de 0.15 g / kg de la fraccion AVUR, pro-
dujo valores de glucemia por arriba de labasal durante 180 min,
registrandose un descenso del 17 %, con respecto al valor pre-
vio a la administracion de la fraccion, alas 5 h. La adminis-
tracion via intraperitoneal de 0.4 g / kg de la fraccion AVIR,
produjo descenso de los niveles de glucemia a partir de las 3 h,
observéndose una disminucién del 41.12 % en los niveles de
glucosaalas 5 h de administrada lafraccidn (Tabla 4).

Estos resultados permiten asumir que algunos de los iri-
doides presentes en la fraccion AVIR, junto con el &cido
ursélico ya reportado anteriormente como hipoglucemiante
[12] podrian explicar el uso que tiene A. viminalis para dis-
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minuir la hiperglucemia en los pacientes diabéticos. Estudios
en curso intentan esclarecer cudl de los constituyentes de la
mezcla de iridoides es el responsable de dicha actividad, asi
como los efectos coadyuvantes o potenciadores de la accion
de los agentes hipoglucemiantes que se utilizan norma mente
en la clinica (insulina, sulfonilureas y biguanidas). Este es un
punto relevante en el estudio de la planta que requiere de un
ndmero mayor de observaciones.

Parte experimental

Los puntos de fusién no estan corregidos. Los espectros de IR
fueron determinados en un espectrofotdmetro Nicolet Magna
TM 750. Los espectros de RMN 1H y 13C fueron obtenidos en
un equipo Varian VXR-300, los desplazamientos quimicos se
encuentran en unidades de ppm relativos a las sefiales de TMS
y CDCl; y las constantes de acoplamiento estan expresadas en
Hz. Las cromatografias en columna fueron realizadas con sili-
cagel 60 (70-230 mesh) de Merck; cromatografias liquidas de
vacio (CLV) [13] con silica gel 60 (0.040-0.063 mm) de
Merck.

Material vegetal. Las hojas y ramas de Astianthus viminalis
H. B. & K. Baillon (Bignoniaceae), se colectaron en el pobla-
do Las Piedras a 15 km al sur de la ciudad de Cuautla, More-
los, el 12 de septiembre de 1998, una muestra boténica se
depositd en el Herbario (HUMO) con No. de registro: LA-
022, de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Las
ramasy hojas (3.5 kg) de A. viminalis se extrajeron sucesiva-
mente con n-hexano y metanol a temperatura ambiente por
tres veces, obteniéndose después de concentrar a presion
reducida, 79.5 g de extracto hexanico y 1,200 g de extracto
metandlico. Una parte del extracto metandlico (250 g) fue
aplicada a una cromatografia liquida de vacio empacada con
417 g de silica gel en un embudo Bichner de 20 cm de di&-
metro y utilizando un gradiente de CHCI;-acetona, obtenién-
dose tres fracciones mayoritarias: fraccion 1 (100:0, 18.0 g),
fraccion 2 (8:2, 17.6 g) y fraccion 3 (1:1, 52.3 g). Lafraccion
1 estaba constituida principalmente de estigmasterol el cual
fue purificado por cristalizacion e identificado por compara-
cion directa. De la fraccion 2 precipité un polvo amorfo el
cual se lavé con acetona para dar 3.7 g de un solido con pf
255-260 °C, identificado como la mezcla de los acidos ursoli-
co (1) y oleandlico (2) por comparacién directa (ir, co-ccf)
con una muestra auténtica disponible en el laboratorio (frac-
cion AVUR). Las aguas madres se metilaron con diazometano
en éter, y el producto se aplicd a una columna cromatogréfica
empacada con 140 g de silica gel, eluyendo con mezclas de
polaridad creciente de n-hexano-AcOEt, obteniéndose 858 mg
de la mezcla de los ésteres metilicos de los acidos ursdlico
(1a) y oleandlico (2a) y 320 mg del ester metilico del &cido
cinamico (3a), la identidad de este Gltimo compuesto fue
establecida por la comparacion de sus datos fisicos y espec-
troscopicos con los descritos en la literatura [14]; las frac-
ciones de mayor polaridad contenian 62 mg de un producto
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Tabla 1. Efecto de la administracion a diferentes dosis del extracto
metanolico sobre la glucosa de ratas normoglucémicas.

Dosis Glucosamg/ dL (n=4) D% (to=61.5mg/dL)
g/ kg 2h 4h 2h 4h
0.1 93.88+11.2 62.1+10.2 53 1
0.5 1143+121 81.7+27.2 86 33
1.0 88.0+ 6.5 90.9+21.9 43 48
2.0 118.1+34.7 98.6+ 5.5 92 60

cristalino de pf 168-170 °C el cua fue identificado como el
éster metilico del acido p-metoxicinamico (4a) por € andlisis
de sus datos espectroscopicos.

La fraccion 3 (fraccién AVIR) se aplico a una CLV uti-
lizando un gradiente de n-hexano-AcOEt-MeOH. Las frac-
ciones eluidas con n-hexano-AcOEt-MeOH (7:3:2) mostraron
la presencia de una mezcla de iridoides glicosilados, por lo
gue se acetil6 con Ac,O-piridina a temperatura ambiente, €l
producto obtenido (2.3 g), se aplicd a una columna de vidrio
empacada con 80 g de silica gel, utilizando un gradiente de
CHCI3-MeOH como eluyente. Las fracciones de menor pola-
ridad presentaron un solido amorfo que fue recristalizado de
n-hexano-AcOEt, obteniéndose 64 mg de un producto cristali-
no de pf 168-170 °C e identificado como el acido p-meto-
xicinamico (4) por el andlisis de sus datos espectroscopicos.
Las fracciones de mediana polaridad mostraron en ccf una
sola mancha homogénea por o que se recristalizo de acetona,
obteniéndose 151 mg de la mezcla isomérica del estansidsido
(6) y €l plantarrenalésido (7) [5, 6] peracetilados.

Las fracciones 78-159 eluidas con CHCI;-MeOH (4:1), se
aplicaron a una columna de vidrio empacada con 45 g de sili-
ca gel, eluyendo con un gradiente de n-hex-AcOEt. De las
fracciones 42-68 (4:1) precipitd un sdlido amorfo que después
de recristalizar de acetona se obtuvieron 184 mg del 5-hidro-
xicampendsido peracetilado (5), identificado por comparacion
directa con una muestra auténtica [4].

Las fracciones 69-120 de la cromatografia anterior se
aplicaron a una columna de vidrio empacada con 62 g de sili-
cagel, utilizando CH,Cl, como primer eluyente y aumentando
la polaridad con acetona. De las fracciones eluidas con CH,
Cl-Me,CO (4:1) se obtuvieron 103 mg adicionales del 5-hi-
droxicampendsido (5), 1o que dio un total de 287 mg de este
metabalito. Las fracciones eluidas con CH,Cl,-Me,CO (7:3)
dieron un sdlido que después de recristalizar de acetona-CH,
Cl, se obtuvieron 116 mg de cristales en forma de agujas iden-
tificado como el campendsido peracetilado (8) [7,8].

Mezcla de estansiésido (6) y plantarrenalésido (7) peraceti-
lados. Solido blanco: pf 228-235 °C; IR (KBr) n,,. 3528, 1874,
1753, 1687, 1626 cm%; RMN 1H (CDCl5, 300 MHz) d9.4 (1H,
s, H-11), 7.30 (1H, s, H-3), 4.85 (1H, d, J = 8.04 Hz, H-1"),
4.99 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-2), 5.26 (1H, t, J = 9.3 Hz, H-3'),
5.10 (1H, t, J= 9.3 Hz, H-4), 3.75 (1H, ddd, J= 9.8, 4.2, 25
Hz, H-5), 4.31 (1H, dd, J= 12.3, 4.2 Hz, H-64), 4.16 (1H, dd,
J =123, 25 Hz, H-6b'), 547 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-1), 1.95,
2.0, 2.03, 2.11 (3H cada uno, s, CH; CO), 2.4y 2.0 (2H, m, H-

Tabla 2. Efecto del extracto metandlico sobre la curva de tolerancia a
la glucosa en ratas con hiperglucemia inducida por cargas de dex-
trosa.

t (min) Control Dosisora (1g/kg) Dosisi.p. (0.1g/kg)
0 73.90

60 131.40 + 16.70 138.30 + 15.45 118.30 + 21.60

0 139.77 + 16.70 126.05 + 9.30 151.40 + 15.30

120 134.45 + 5.60 162.90 + 30.70 148.70 + 5.46

180 120.90 + 16.60 140.30 + 11.50 155.50 + 54.50

Para cada punto n = 4;d < 10%

9, H-5), 1.54 (2H, m, H-6, H-7), 1.45 (1H, m, H-8), 1.12 [3H, d,
J=75Hz, H-10 (6)], 0.89 [3H, d, J= 7.5 Hz, H-10 (7)].

Campendésido tetraacetilado (8). Agujas: pf 138-142 °C;
CyH014; IR (KBI) Ny 3300, 3540, 1685, 1624 cm—; RMN
H (CDCl3, 300 MHz) d 9.25 (1H, s, H-11), 7.65 (1H, d, J =
16 Hz, H-b), 6.42 (1H, d, J = 16 Hz, H-a), 7.35y 7.60 (5H,
m, aromético), 7.15 (1H, s, H-3), 5.70 (1H, d, J= 2 Hz, H-1),
5.62 (1H,dJ=7.5Hz H-1'),5.28 (1H,t,J=9 Hz, H-3') 5.12
(1H,t, J= 8.5 Hz, H-4"), 5.0 (1H, t, J = 8.5 Hz, H-2'), 4.32
(1H, dd, J=12.3, 4.2 Hz, H-6a"), 4.13 (1H, dd, J= 12.3, 5.2
Hz, H-6b"), 3.79 (1H, ddd, J= 9.0, 4.2, 5.2 Hz, H-5'), 2.7-2.3
(3H, m, H-6a, H-6b H-9), 2.55 (1H, m, H-8), 2.30 (1H, m, H-
5), 1.08 (3H, d, H-10).

Evaluacion de la actividad hipoglucemiante
y antihiper glucemiante

Animales. Para esta serie de estudios se utilizaron ratas
Wistar machos, con un peso variable entre 270-300 g. Los
animales se mantuvieron en condiciones controladas de tem-
peratura, luz (12 horas luz), alimento y agua. Antes de iniciar
el estudio se consideré un ayuno de 18 h y acceso libre al
agua, a menos que se indique otra cosa.

Efecto de la administracion a diferentes dosis del extracto
metandlico sobre la glucosa de ratas nor moglucémicas.
Cuatro grupos de seis ratas cada uno, recibieron diferentes
concentraciones del extracto (0.1, 0.5, 1.0y 2.0 g / kg de peso
del animal). El producto vegetal, solubilizado parcialmente en
agua, se administrd por viaintragéastrica en un volumen de 2-3
mL. La cuantificacién de los niveles de glucosa se determino
a2y 4 horas después de administrado el producto (Tabla 1).

Efecto del extracto metandlico sobrela curva detolerancia
a la glucosa en ratas con hiperglucemia inducida por car-
gas de dextrosa. La observacion se realizd en tres grupos de
ratas. Un grupo de 20 ratas sirvié como control, a segundo
grupo (n = 16) se le administré el extracto viaintragéstrica en
unadosisde 1 g/ kgy a tercer grupo de 16 ratas se le admi-
nistré via intraperitoneal 0.1 g / kg del producto vegetal, in-
mediatamente después de la administracion subcutanea de 2 g
/ kg de dextrosa. Los niveles de glucosa se midieron a dife-
rentes tiempos (0, 60, 90, 120y 180 min; Tabla 2).
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Tabla 3. Efecto de lafraccion AVUR administrada peri6dicamente.
Glucosamg/ dL (n= 6)

Tiempo Alimento Alimento preparado
(dias) preparado + AVUR
0 55.0+12.3 60.6 + 4.5
4 528+ 741 56.6+7.0

Efecto delafraccion AVUR administrada periddicamente.
Para €l estudio se utilizaron 12 ratas machos de peso prome-
dio 194.28 + 31.69 (162.5-258 g). Después de dos semanas de
controlar el peso corporal de los animalesy la cantidad de ali-
mento diario ingerido, se cambid el alimento habitual que
recibian los animales en el bioterio por un preparado cuya for-
mula por cada 100 g fue: caseina (25 g), glucosa (24.5 g),
amidon (24.5 g), lipidos (3.0 g), celulosa (4.0 g), minerales
(7.0 g), metionina (0.3 g) y vitaminas (1.0 g), en base himeda.
Una vez establecido el control del consumo diario con €l nue-
vo preparado durante 8 dias, las ratas se mantuvieron en ayu-
no por 18 h y se determinaron los niveles de la glucosa en
plasma. Las ratas se dividieron en dos grupos, el primero
sirvid de control y se continud alimentando con el preparado
alimenticio; el segundo grupo de seis animales recibieron el
producto semipurificado AVUR incluido en el alimento a una
concentracion de 0.11 g / kg en promedio. Al término de los
cuatro dias siguientes, se tomaron nuevas muestras de sangre
en ayuno y se determinaron los niveles de glucosa sanguinea
en ambos grupos (Tabla 3).

Efecto de las fracciones AVUR y AVIR sobre la glucemia
de ratas tratadas con estreptozotocina (SZ). Un grupo de
ratas se trataron con estreptozotocina. El agente diabetogénico
disuelto en buffer de citratos pH 5, se administro viaintraperi-
toneal en unadosis de 70 mg / kg de peso del animal. Después
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Tabla 4. Efecto de las fracciones AVUR (0.15 g/ kg) y AVIR (0.4 g
/ kg) sobre la glucemia de ratas tratadas con estreptozotocina.

Glucosamg/ dL (n=4)

Tiempo (min) Fraccion AVUR Fraccion AVIR
0 252.0+26.8 2145+ 233
30 286.0+16.9 1920+ 14
60 3205+ 149 2295+ 446
90 325.0+28 2400+ 14
120 317.0% 2340+ 255
180 282.0+ 171.0+5.7
300 2085+ 26.2 126.0 £ 26.9

de 10 dias se hicieron las observaciones administrando el pro-
ducto vegetal via intraperitoneal en ratas que presentaban
niveles de glucemia mayores a 150 mg / dL. Un grupo de cua-
tro ratas recibieron 0.15 g / kg de la fraccion AVUR disuelta
en aceite vegetal y otro grupo de 4 ratas recibi6 0.4 g / kg de
lafraccion AVIR disuelta en agua. Se midieron los niveles de
glucosa a los 30, 60, 90, 120, 180 y 300 min después de
administrados los productos (Tabla 4).

Determinacién de los niveles de glucosa plasmética. Los
animales se anestesiaron con pentobarbital sddico administrado
viaintraperitoneal en unadosis de 0.2 mg/ kg de peso del ani-
mal. Las muestras de sangre se tomaron de la vena porta, sepa-
rando el plasma por centrifugacion (3600 rpm). Los niveles de
la glucosa plasmaética se determinaron por reaccion enzimética
de hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en un ana-
lizador bicromatico VP Abbott y estédn dadosen mg/ dL.

Anadlisis estadistico. Todos los resultados se expresaron como
el promedio + desviacién estandar (x + ds) y se aplico la prue-
ba t'student para definir la diferencia significativa entre los

3 Rl = R2 =H
1 R=H 3a R;=H,R,=CH,
la R=CH, 4 R;=0CH; R,=H
4a Rl = OCH3, R2 = CH3
CHO
Ry
A
R
O
Ré Re O bpaepoac,
Ry Rz Rs R4
5 OH OCinam CH, H
6 OH H H CH,
7 OH H CH; H
8 H H CH, H
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grupos con p < 0.05. En algunos casos, los resultados se

expresaron como % respecto a valor de la glucemia basal.
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