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Resumen

El presente trabajo describe la obtencion de crddosaponinas esteroidales de hojas
de Agave brittonianaTrel ssp. Brachypusa partir de diferentes procedimientos
extractivos: maceracion en etanol 70% (A), exti@taton Soxhlet utilizando como
solvente n-butanol (B) y trituracion de hojas fesspara obtener directamente el jugo
de la planta (C). La CCD (Cromatografia de Capay&x) fue utilizada para comparar
cualitativamente la composicion de los tres crudbsenidos. A partir del crudo
obtenido por la via de la maceracion y posteripasacion en embudo, por vez primera
se establecid un procedimiento para el fraccionatmiele este crudo utilizando CC
(Cromatografia de columna) fase normal. La comp@mamon patrones de diosgenina y
yucagenina se realizé en CCD. Finalmente se procedh demostraciom vivo de la
actividad antiinflamatoria de los crudos obtenigos las diferentes vias extractivas, asi
como las sapogeninas obtenidas por hidrolisis agikieendimiento obtenido en los tres
meétodos extractivos A, B y C fue 4,70%, 12,3% y3%d7respectivamente. Los
productos derivados de la planta presentaron prages antinflamatoriaa vivo mas
potentes que el antiinflamatorio sintético: indoaeeta. El crudo de saponinas obtenido
por el método A, asi como las sapogeninas, fueeploductos de mejores resultados

en la evaluacion del potencial antiinflamatorio Aebrittoniana



Abstract

This paper describes the production of crude staloisaponinsAgave leaves
brittoniana Trel ssp.Brachypusfrom different extraction processes: maceratioi(fo
ethanol (A), Soxhlet extraction as solvent n-butgi®) and grinding fresh leaves to
obtain the juice of the plant (C) directly. The TIThin Layor Chromatography) was
used to compare qualitatively the composition & three crude obtained. From the
crude product obtained by means of maceration abskesjuent separation funnel, first a
process for the fractionation of this crude usirggnmal phase CC (Chromatography
Column) was established. Comparison with diosgpaiterns and yuccagenin was held
at TLC. Finally, we proceeded to in vivo anti-inflmatory activity of the crude
obtained by different routes extractive demonsiraind sapogenins obtained by acid
hydrolysis. The yield obtained in the three exikacinethods A, B and C was 4.70%,
12.3% and 9.73% respectively. Products derived ftoenplant had more potent than
the synthetic anti-inflammatory anti-inflammatoryoperties in vivo: indomethacin.
Crude saponins obtained by the A method and saptgewvere better products in
assessing anti-inflammatory potentialfofbrittoniana.
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Introduccidén

El uso de la medicina tradicional se remonta gtxa prehistorica, la cual es una de las
formas mas extendidas de medicina, presente es tadaculturas conocidas y posee
gran importancia puesto que se utiliza en el tregato de muchas enfermedades, asi es
el caso de las plantas provenientes de la fam@idad Agavaceaesempleadas en
México para tratar procesos inflamatorios, artritifiebre. Debido a que contiene
sustancias con valor nutritivo y medicinal, el hoenbambién las ha utilizado como

fuente de alimento, bebidas y para cubrir diferenexesidades.

En Cuba las plantas del généwmaveson conocidas con el nombreMaguey,vocablo
gue proviene de la cultura taina (Guerra de Le6A5® formado por 300 especies de
las cuales 16 crecen en Cuba, distribuidas a fgolae toda la isla y con un alto
porcentaje de endemismo. En la zona central dsl g®iocalizan basicamente cuatro
(Alvarez de Zayas, 1996), Agave grisepAgave acicularisAgave offoyany el Agave
brittoniana T. ssp.Brachypus la que mas profundamente ha sido estudiada desde
punto de vista fotoquimico (Macias, 2007), y comdirh su estudio en el presente
trabajo; ademas también es utilizado en la medipera el tratamiento del parasito
Trichomona vaginali(Guerra de Leon, 2005)

El Agave brittonianal contiene una gran cantidad de metabolitos seciosdentre los
cuales se encuentran las saponinas esteroidalesoquéas que presentan actividad
antiinflamatoria (Bernic, 2011) segun lo reportathola literatura, por esta caracteristica
dicha planta puede ser usada en el tratamientaategos inflamatorios; que ocurre
cuando se produce una rotura de la piel o de la®sas, los microorganismos pueden
pasar del medio externo al interno. Como reaccién yn intento de localizar al agente
invasor, se produce una reaccion en el tejido ¢moeeascularizado que se denomina
inflamacion (Bernic, 2011, Khor, 2011).

En la literatura se han encontrado otras saporpragenientes de otras plantas que
presentan actividad antiinflamatoria, como ejentpiemos las saponinas de &mmves
attenuata(fig 1) (Higgin, 1976) yfurcraea gigantedfig 2)(Peng, 2006).



Fig 3: Saponina furostanica del Agduecraea gigantea

Teniendo en cuenta la informacion planteada amtegnte proponemos el siguiente
Problema cientifico: ¢ Como obtener productos con actividad antiinflaneata partir

de hojas dégave brittonianalrel?

Hipotesis: Mediante el uso combinado de técnicas extractivasoynatograficas es
posible extraer de hojas dégave brittoniana Trel productos con actividad

antiinflamatoria.

Objetivo General: Proponer un procedimiento para la extracciéon dedyctos con

actividad antiinflamatoria a partir de las hojasAg@gve brittoniandlrel.
Objetivos especificos:

% Determinar el método extractivo de mayor actividaatiinflamatoria y la
composicion cualitativa de cada crudo.

+ Determinar la capacidad de fraccionamiento de udacde saponinas utilizando
cromatografia de columna fase normal.



« Evaluar in vivo la actividad antiinflamatoria de saponinas y s&patas
esteroidales extraidas.



(&) Revision
~ Bibliogrdfica



Capitulo I: Revision Bibliografica
1.1 Proceso inflamatorio

La respuesta inflamatoria ocurre solo en tejidasectivos vascularizados, con el fin
defensivo de aislar y destruir el agente dafiind,camo repara el tejido u 6érgano
dafado. Se considera entonces un mecanismo de idaduimnata, estereotipado, en
contraste con la reaccion inmune adaptativa, eépegara cada agente infeccioso
(Bernic, 2011).

Durante la inflamacion, se alteran las bases nigfoas del endotelio por accién de los
mediadores quimicos, produciéndose una altera@dasduniones celulares y las cargas
negativas de la membrana basal, produciéndosermarda de la permeabilidad en los
capilares sanguineos que los constituyen (Berfit] 2

Este complejo proceso produce el acumulo de fluigdgucocitos en el espacio
extravascular. La inflamacion puede ser originada fpctores enddgenos (necrosis
tisular o rotura 6sea) o factores exdgenos comones por agentes mecanicos (corte,
etc), fisicos (quemaduras), quimicos (corrosivdsplégicos (microorganismos) e
inmunoldgicos (reacciones de hipersensibilidad)ndue en algunos casos, como la
hipersensibilidad, la inflamacion puede tener cousecias nocivas, por lo general es
una respuesta protectora que trata de restaursgjidss lesionados.(Bernic and Kane,
2011, Khor et al., 2011)

Los cinco signos cardinales de la inflamacién son:

1. rubor (coloracién roja)
2. tumor (hinchazon)

3. calor

4. dolor.

5. pérdida de funcion

La coloracion y el calor se deben a un aumentdljel sanguineo en el area trauméatica
y a la constriccion de las vénulas. Los cambiokdeicrocirculacion son inducidos por
mediadores quimicos. Estos mediadores, ademas,nsamka permeabilidad capilar
con lo que los liquidos y las células sanguineasarpaal espacio extravascular
provocando la hinchazon y un aumento de la prdsigal que es el que origina el dolor.

1.1.1 Tipos de inflamacion.

La inflamacién segun su duracion se divide en agudanica:



» La aguda es de duracion relativamente corta (msnioras o unos pocos dias), se
inicia muy rapidamente y se caracteriza por el edodle fluidos plasmaticos y la
migracion de leucocitos predominantemente neubd®fiBernic, 2011, Khor,
2011).

» La inflamacién crénica dura semanas, meses 0 mcAi®s y se caracteriza
histolégicamente por el infiltrado de linfocitosmacrofagos con la proliferacion

de vasos sanguineos Y tejido conectivo(Bernic, 2Rhadr, 2011).

1.2 Principales metabolitos responsables de la adtad antiinflamatoria de las
plantas

Tradicionalmente, numerosas especies de plantas sdm empleadas para el
tratamiento de la inflamacion. Muchas de ellas k@o investigadas en los ultimos
afnos y se han descrito los metabolitos secundargsentes en las mismas que pudieran
ser responsables de dicha accion (Alvarez, 2006)reEestos se encuentran los
compuestos fendlicos como los flavonoides, taniomsdensados y galotaninos que
inhiben algunas dianas moleculares de mediadorda dd#lamacion en la respuesta
inflamatoria (Makkar, 2005). Las cumarinas que pasesignificativa actividad
antiinflamatoria y antioxidante, inhibiendo tantovia de la ciclooxigenasa como la de
la lipooxigenasa en el metabolismo del &acido adbkpico (Alvarez, 1995). Las
saponinas que tienen multiples actividades biokxen dependencia de su estructura:
antimicética, antiviral, anticancer, hipocolestéroica, hipoglicémica, antitrombdtica,
diurética, molusquicida(Cuéllar, 2001). Los repsrtemo antiinflamatorio son uno de
los mas citados en la bibliografia.

1.3 Género Agave

Caracteristicas botanicas

Las plantas pertenecientes al génagaveposeen hojas de aspecto carnoso, con un
margen comunmente armado de espinas fuertes, de castafio oscuro, que se
disponen como rosetas rigidas con forma de espinalin nimero que oscila de 50 a
150. Después de varios afios de crecimiento, enafgsves se produce una
inflorescencia que llega a alcanzar una altura spiwepasa los 6 metros y agota la

planta que muere poco despues.



Las flores son en forma de espiga o panoja de edagyo, perianto de seis partes mas
0 menos embudado, seis estambres comunmente muigsexevario 3-locular, estigma

3-lobulados, con semillas muy numerosas, negrasaynadas (Roig, 1974).

1.3.1 Diferentes Usos
El estudio del género Agave, se encuentra reprasemiracticamente por las secciones

Rigidae, (Enciclopedia) las cuales son cultivadas gean medida para diversos
propdésitos como son: a.) la obtencién de bebideshalicas como el tequila y el
mezcal; b.) la obtenciéon de fibras naturales den gesistencia c.) La obtencién de
compuestos esteroidales y otros de uso mediciagtigola (Ruvalcaba-Ruiz, 2002).

v" Uso Medicinal
Desde tiempos muy antiguos en México, se ha comsldeque esta planta tiene
propiedades medicinales, sobre todo dentro de H@icina indigena, es utilizada para
tratar procesos inflamatorios, artritis y fiebreasLpencas machacadas y aplicadas en
cataplasma provocan supuracion; sirve también ¢gesalojar los piojos de las bestias;
las infusion de raiz es depurativa y mezclada edces de zarzaparrilla se dice que
tiene valor curativo (Mrad Ortega, 2002).
Las hojas de estas plantas, en forma de cocimiestasutilizadas tradicionalmente por
una parte de la poblacién cubana, en la cura dereatiades parasitarias (Ledn, 1946,
Roig, 1974).
También existe reportes en la bibliografia de dspeate agaves que tienen propiedades
curativas tal es el caso dabave americand.. que es utilizada en la India como
diurético, antisifilitico, laxante, emenagogo (pvoa la evacuacion menstrual de las
mujeres) y antiescorbutico (Parmar, 1992). En Idiaiea folcldrica china estas plantas
son empleadas en el tratamiento de escabiosisajsaumores, disenteria y como
insecticidas. De igual forma, en las islas Bahanghsyastago central dehgave
sisalanas hervido con sal y la decoccion se utiliza coeraedio para la ictericia. El
jugo de las hojas de algunas de estas plantaséarebiutilizado en el tratamiento de
ulceras y la decoccién de las raices como diurétiemplo de ello, es el cocimiento de
raices deFurcraea gigantea tomado en Brasil como un remedio efectivo para
enfermedades venéreas (Pérez de Armas, 2011).

v Uso Agricola e industrial

La fibra es utilizada principalmente para la coof@e de sacos o costales para el

empaguetamiento de granos como el café, tambiéntdmadas para la elaboracion de



articulos como alpargatas, colchones, cordelerfapgtes. Las plantas jovenes son
utilizadas para preparar un encurtido; se hiervama pguitar lo mucilaginoso y
posteriormente se agrega agua, sal y vinagre. rhamde el sumo de las hojas es

utilizado por las lavanderas para el lavado depa delicada (Mrad Ortega, 2002).

Algunos campesinos de la provincia de Cienfuegegidn central-sur de Cuba)
siembran esta planta en los perimetros de varitisvasi de interés agricola, con el

objetivo de repeler el ataque de acaros y otragpléPérez de Armas, 2011).

1.3.2 EIAgave brittoniana Trel
El Agave brittonianarrel. (fig 1.1)es una de las especies/Algave crece en la region

central de la isla de donde es endémica y cuemalg® subespecies, &l brittoniana

T. ssp. Spirituanay el A. brittoniana Tssp. Brachypus(Alvarez, 1995). Esta es una
planta silvestre que crece en terrenos aridosegedos y estériles, posee hojas de color
verde grisaceo, carnosas, lineales y lanceola@aaprbximadamente un metro de largo
y veinte centimetros de la ancho, generalmenteespiy dentadas. Las espinas son de
color castafo oscuro, fuertes y de 2-4 mm de ldrgs hojas se encuentran arrocetadas
en el apice del tronco que es simple y lefioso.dPosapsula oblonga, algo periforme y

flores amarillas de 3-3,5 cm de largo (Ledn, 1946).

Fig.1.1Agave brittoniana TPlanta joven

1.3.2.1 Fitoquimica delAgave brittoniana T
La fitoquimica es la ciencia que ha permitido laedeién y posteriormente la

identificacion de los principios activos responsabtle alguna propiedad atribuida a
alguna planta, tal es el caso de la familia agavgoe se caracteriza por presentar en su

composiciéon un alto contenido de fibra constituigar ceras, polialcoholes,
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poliazicares (Gonzalez-Elizondo, 2004). Tambiémdigs previos han detectado la
presencia de aminas y/o aminodacidos, grasas, ai@siémciales y esteroides (Guerra de
Ledn, 2005) (tabla 1.1). Ademas, numerosas espdeiegave contienen dentro de sus
metabolitos secundarios saponinas esteroidalea(sdy 1985), las que en dependencia
de su estructura pueden presentar multiples accifarenacolégicas entre las que se
encuentra sus propiedades antiinflamatorias, carel &gave brittonianal (Pérez de
Armas, 2011).

Los metabolitos secundarios son aquellos compuegtesproducen los organismos
vivos y no los emplean en sus funciones vitalegaodgsueden dividirse en dos grupos;
aquellos de menor polaridad y los de mayor poldridan el primer grupo se
encuentran los compuestos lipidicos, como son lesmsc que se localizan
fundamentalmente en una fina membrana o cuticuacgibre y protege las hojas
(Gola, 1966). En el otro grupo se encuentran lpersaas esteroidales que son los

metabolitos mayoritarios

Tabla 1.1. Metabolitos secundarios presentes ekgavVe brittonianalrel (Guerra de
Ledn, 2005).

Metabolitos Ensayo Hojas
Dragendorff +

Alcaloides Mayer +
Wagner +

Triterpenos y esteroides Liebermann-Burchard

Quinonas Borntrager -
Cumarinas Baljat -
Aceitesesenciales y grasaSudan llI +
AzUcaresreductores Fehling +++4
Saponinas Espuma +++
Fenoles y taninos Cloruro de hierro (1IH
Aminoé4cidos y aminas Nihidrina +
Flavonoides Shinoda -

Glicésido Molish +




Glicésidoscardiotonicos Kedde-Raymond -

1.3.2.2 Saponinas y sapogeninas esteroidales.
Las saponinas son glicésidos (fig.1.2) en los @jalarias unidades de monosacaridos

(figl.3) se unen mediante enlace glicosidico, aresto denominado aglicbn o
sapogenina. El aglicon puede ser de naturaleeapigica o esteroidal y en funcion de
esto las saponinas se clasifican en saponinaspéitieas y saponinas esteroidales
respectivamente. Llamadas asi por sus propiedaesjantes a las del jabén: cada
molécula esta constituida por un elemento solulmielipidos (el esteroide o el
triterpenoide) y un elemento soluble en agua (étag, y forman una espuma cuando
se les agita en agua. Las saponinas son toxicagggarenteral, por sus propiedades
hemoliticas. A deméas pueden formar complejos cderass, por lo que podrian
interferir en la asimilacién de estos por el sistatigestivo, o romper las membranas

de las células tras ser absorbidas hacia la ceergamguinea (Pérez de Armas, 2011).

[ Ghu HO, .
Ho\ g HOZ \m" Qo 7 I
10— S 0 e
HO%{—‘I/HO S i.‘,_‘o\ ,'O e Ry
Vool HO'_hM‘oﬁ
/0= -
Gal
HO/y:h: :

o
o g
HO g
HO OH
i

Fig.1.2: Estructura de una saponina esteroidal.

O
- -
S

3-O-((B-D-xilopiranosil-(1-3)-B-D-glucopiranosil-(1>2))(B-Dxilopiranosil-(
1—-3))-p- D-glucopiranosil-(3»4)--Dgalactopiranosil-

25R-espiros-5-ene? 33-diol. (Agabritandsido A).
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Fig. 1.3: Estructura de los monosacaridos mas éres en las saponinas aislagab;
xilosa (A), pB-D-galactosa (B),3-D-glucosa (C),a-L-ramnosa(D)(Pérez de Armas,
2011).

El aglicon en las saponinas esteroidales (sapogenpresenta el esqueleto tetraciclico
caracteristco de este tipo de  compuestos ,dendmina gonano

(ciclopentanoperhidrofenantreno) en el caso dsaterado.

La caracteristica estructural fundamental de estgsninas radica en la presencia de
dos anillos adicionales que se originan a partir@d7 del esqueleto base y estan

contenidos respectivamente en dos planos perpéarisientre si (Fig.1.4).

HO

Fig.1.4: Estructura de una saponina esteroidaldosnanillos adicionales a partir de C-
17.

Ademas, el &tomo de carbono comun a estos nueulzss asta unido a dos atomos de
oxigeno (estructura de una cetal) por lo que acestana lateral se le ha dado el nombre
de cadena espirocetalica. Las saponinas puedéficaia® de acuerdo a la estructura de
los anillos E y F en espirostano, furostanos ydspirostano fundamentalmente, siendo
el primer grupo el mas importante (fig.1.5). Delsmbdb modo que muchos esteroides
naturales, las saponinas presentan una unionérdres los anillos A 'y B por lo que se
consideran derivados de la serie &demas todos presentan grupos metilos en C-10 y
C-13 dirigidos hacia la cafade la molécula. En el caso de que de que las B&son
posean una insaturacién entre C-5 y C-6 se clagiftmmoA’espirostanos(Guerra de
Ledn, 2005).
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Fig.1.5: Estructura de una Sapogenina espirostanica
25R-espirost-5-en«? 33-diol (Yucagenina).

Adicionalmente a otros tres esteroides las sapogsmresentan centros quirales en C-
22y C-25, determinando este ultimo dos series lpackasificacion de estos compuestos

la serie “iso” (configuracion 25 R) y la serie “ridoonfiguracion 25 S)(Lapin, 1957).

Los enlaces glicosidicos pueden tener configuracignp y se establecen entre las
posiciones 1-2, 1-4 0 1-6 de las moléculas de nmamdoilos. Este resto glicosidico, que
puede ser lineal o ramificado generalmente se oneet aglicon a través de C-3 del

mismo.

Las saponinas furostanicas son similares a lasoss@nicas pero con el anillo F abierto
(Pérez de Armas, 2011).(Fig 1.6)

HO
I.-" Glu"

HO— -

N
oH

/”“MJ/
[ O
HO, | A
) o .
o HO—W\Q o FP J/
HO-— /Q o] D — -
- -~ O &;E)JO ~ e
i OH

‘-\jo__ | mO
- OH Gal
HO
o Gln'

(o
- !
HO%
OH

Fig 1.6: Estructura de una saponina furostanica.

1.3.2.3. Sapogeninas y saponinas mayoritarias d&jave brittoniana T
A continuacidon se muestran algunas sapogeninapogeainas mayoritarias débave

brittoniana T aisladas anteriormente (Le6n 2007) las demasatgtas se encuentran

en el Anexo A (ver anexo A).

Yucagenina
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25R-espirost-5-ene, 3p-diol.(Guerra de Leon, 2005)

O

HO,,
HO
Diosgenina

25R-espirost-5-enfBol (Guerra de Leodn, 2005).

Agabrittonosido A

3-O-((B-D-xilopiranosil-(1—3)--D-glucopiranosil-(32))(B-D-xilopiranosil-(
1—-3))-p- D-glucopiranosil-(3»4)-B-D-galactopiranosil-
25R-espiros-5-ene 3p-diol (Guerra de Lebn, 2005).

y o
f/’;/
1
HO -0
Gl HO, | L.
il o HO ™ ™
HO—\__Q "o o2 ,L/
HO— ) ) \ o 07 T e
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~oH .
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no' 7 G &
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Agabrittondsido B

3-O-((B-D-xilopiranosil-(1—3)-p-D-glucopiranosil-(12))(B-D-xilopiranosil-(
1—-3))-p-D-glucopiranosil-(3»4)-B-D-galactopiranosil-26--D-glucopiranosil-25R-
furost-5-en-2,3p, 22u-triol (Guerra de Ledn, 2005).
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1.3.2.4 Actividad biolégica de las saponinas.
Los estudios sobre las propiedades bioldgicas slessdponinas se incrementan en la

Gltima década, lo cual esta relacionado con elteéehque muchas de las plantas ricas
en estos metabolitos son utilizadas por diversédapmnes como medicina folclorica
en el tratamiento de diversas enfermedades, enafome unglientos, cocimientos,
complementos alimenticios, etc. La medicina tradiial china es un ejemplo donde las
saponinas y polifenoles son considerados ingregleciaives, responsables de muchos
efectos biologicos observados (Sparg, 2004).

Se conoce como regla general, que las saponinaestgpicas son mas activas que las
furostanicas. De éstas, las derivadas de la Heowyen Tigogenina son las mas
encontradas con frecuencia en esta familia degdade las cuales se probd una mayor
diversidad de propiedades biolégicas. Por otraepadantos mas grupos funcionales
estan presentes en el aglicon, menos activas aesials saponinas. Por su parte, los
restos de azucares son de importancia en lostdstmecanismos de accion. Asi, las
saponinas con cadenas glicosidicas de cuatro a useitades de azucares son
habitualmente mas activas (Kim, 1998)

A continuacion se muestran los métodos de extraquéda la obtencion del crudo de

saponinas y el aislamiento de las mismas que serf@mtrado en la literatura.

1.3.2.5 Actividad antiinflamatoria de las saponinas

Numerosas plantas contienen saponinas con actied@dflamatoria. Dentro de estas
podemos citar las saponinas esteroidales de lasciespDracaenamannii
(Dracaenaceaepmilax chingLiliaceae), asi como plantas del género agavamylias
Apiaceae, Araliaceae, Campanulaceae, Combretaceabaceae, Primulaceae vy
Ranunculaceae (Takur et al., 2011).
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Saponinas aisladas de especies de plantas haradwattividad antiinflamatoria aguda
al ser evaluada empleando el modelo experimentabldena inducido por carragenina.
En un estudio realizado por Gepdiremen et al.,§20afbs saponinas aisladas a partir de
Hederahelix y dos de Hederacolchica, mostraronvidati antiinflamatoria aguda
siendo mas efectivas en la segunda fase de laniafi@n (de 1 a 4 horas después de la
administracion oral de 0.02 mg/Kg). Zhang et &@Q08) reportaron la inhibicién de
varios mediadores de la inflamacion (IL-18, Ig-¥ metaloproteinasas 2 y 9) por
saponinas aisladas deanaxnotoginsengen el tratamiento de la alteroesclerosis,
enfermedad cardiovascular que se puede desarpaliagtapas inflamatorias crénicas.
En estudios previos realizados por Cho et al., {g80m, 1998) se habia reportado que
los ginsendsidos (Rb1l and Rb2), obtenidos de lasgale Panax ginseng, suprimieron
la producciéon del factor de necrosis tumaxa{TNF-o) en macrofagos de roedores
(RAW264.7) y humanos (U937) estimulados por LPS.

1.4 Extraccién y aislamiento

En la literatura se encuentra una gran cantidattat®jos en los que se reportan la
extraccion de saponinas. En los mismos se apraciistencia de una metodologia

comun que se puede resumir en los siguientes pasos:

1- Proceso de desengrase del material vegetal: El oniseme como objetivo
eliminar los compuestos lipidicos que posee latplaque pueden afectar
operaciones posteriores. El desengrase puede afeetdirectamente al material

vegetal 0 a extractos obtenidos de este (Rana).1993

2- Obtencion del “crudo” de saponinas: Se realizateaecion del material vegetal
empleando solventes polares tales como metanolplegan-butanol o mezclas
hidroalcohodlicas de cada uno de ellos. El n-butasoimuy utilizado por su
afinidad por estos tipos de compuestos (Rana, 1993)

3- Hidrolisis de las saponinas: Generalmente se ee@kiz via quimica utilizando
un acido mineral como catalizador y su finalidad liegrar las saponinas
(Marker, 1943).

4- Extraccion de las saponinas liberadas en el prades$adrolisis: En este proceso
se utilizan solventes de mediana polaridad comtatcele etilo y cloroformo
(Marker, 1943).
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Entre los trabajos que utilizan estos procedimierdstan los de Marker y Wagener
(Marker, 1943) quienes en 1943 logran aislar 13ogapinas y las caracterizan
mediante métodos quimicos laboriosos. Otros trgbaa los que se extraen
sapogeninas de plantas del génégave también utilizan la hidrdlisis con acidos
minerales con la diferencia de que en unos casbgisdizan directamente el jugo que
se extrae de las hojas mientras que en otros selib&h los extractos obtenidos por
maceracion del material vegetal seco con solveptdares (Lapin, 1957, Callow,

1955). También en el trabajo de Leonardo Pérez drdanQuitian se utiliza el soxhlet

para realizar la extraccion del jugo (Pérez OcR6A9).

En el aislamiento y purificacion de estos compuedts métodos cromatogréaficos
juegan un papel importante. En la literatura sentepel uso de la cromatografia de capa
delgada preparativa (CCDP) (Heftman, 1976) y crograifia de columna (CC)
(Usubillaga, 1987). Entre los adsorbentes magatibs en estas técnicas se encuentran
la alimina, silicagel de diferentes granulometyiasas recientemente sephadex LH-20
(Hostettmann, 1985, Espejo, 1951). La cromatogrgliaeosa (CG) (Hostettmann,
1985, Robaina, 1979) y mas recientemente la cragrefia liquida de alta resolucion
(HPL) (Callow, 1955) asi como las técnicas cromificas de particion a
contracorriente RLCC (Rotation Locular Counterceatr Chromatography)

(Hostettmann, 1985, Lapin, 1957) se ha utilizado €stos propdsitos.

En algunos trabajos encontrados en la literatueaeap el uso combinado de estas
técnicas, especialmente en el caso de las sapomjuaspor ser altamente polares y
solubles en agua su purificacion es una tareaildifmmo ejemplo de esto Ultimo son

los trabajos de Fukahara y Kubo (Fukuhara, 19919%nuales se logro la obtencion de

glicésidos con propiedades alelopéaticas combinaéécticas basadas en la particion.

1.5 Hidrolisis de las saponinas

De acuerdo con la literatura la conversion de sapsna sapogeninas requiere de un
proceso de hidrdlisis, que facilite el rompimierttel enlace glicosidico. Para este

trabajo se considerd una hidrdlisis acida como ébdo mas conveniente, teniendo en
cuenta aspectos econdmicos y técnicos. A travéstdese obtienen carbohidratos y una
aglicona, llamada generalmente sapogenina. Su tamafecular se encuentra entre los
600 Da y los 2700 Da, pero cuando forman micela=den llegar a tener un peso

molecular entre 70 y 150 kda (Guerra de Leon, 2005)
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Capitulo II: Materiales y métodos

2.1. Principales equipos.

« Estufa (BinderUSA)

+ Molino de cuchillas (KMf 10 basic .IKAWERKE)
» Balanza analitica (Gibertini)

» Balanza técnica (Sartorius BP410).

* RotoevaporadorlKA RV10basic.

+ Molino de masa

2.2 Técnicas cromatograficas.

» Cromatografia de columna sobre fase normal utiizatomo fase estacionaria
SiO2 con granulometrias 70-230 mesh y 230-400 mesh.

* Placas cromatograficas (soporte de vidrio) Silic&8g&254 (fase normal)
2.3. Reactivos y disolventes.

Todos los disolventes y reactivos utilizados sofaddirmas MERCK y Panreac.

2.4 Recoleccion del material vegetal.

Las hojas deAgave brittonianal fueron recolectadas en horas de la mafana en el
Centro de Estudios del Jardin Botanico de la Usidad Central “Marta Abreu” de Las
Villa. El material recolectado fue trasladado encsade polietileno al Laboratorio de
Quimica Organica del departamento de LicenciaturaQeimica de la Facultad de
Quimica-Farmacia y lavado con abundante agua mot&oevio al procesamiento del
material, se realizd la comprobacién botanica deslgecie por un experto, el MsC.
Idelfonso Castafieda Noa, profesor auxiliar del @edé Estudios del Jardin Botanico
de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las il Ejemplares de la planta se
compararon con muestras identificadas en el herbagalizado en la citada institucion,
bajo el numero de serie HPVC # 5445.

2.4.1 Preparacion del material vegetal.
Cada hoja de la planta se cortd en pequefios pedatiodndole la corteza, luego se

secé mediante calor artificial utilizando estufadiir (USA) a 58C, extendiendo estos

pequefios pedazos en toda la superficie de la ekagdojas se secaron durante 10 dias
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hasta obtener un peso constante, para luego seraa@s$ en un molino de cuchillas con
una apertura de malla de 3 mm marca KMf 10 bakia\IWERKE, logrando obtener
un polvo fino.

A la droga seca y molinada se le determind el cuddede humedad residual para
verificar que se encuentra dentro del rango pebteisiegin la Norma Ramal de Salud
Publica # 309 (Ochamendi y Durand, 1992 d).

2.5 Obtencién de los extractos.

Se prepararon tres crudos por diferentes procenioseextractivos: Maceracion en
etanol 70%, extraccion por Soxhlet con butanolragiuy el molinado directo de hojas
frescas de la planta.
A) Extraccion por Maceracion.
El material vegetal seco y molinado, se maceradamoéal 70%, protegido de la luz,
durante 7 dias, hasta decoloracion total de la lmeEt extracto hidroalcohdlico
obtenido se evapor6 a 40° C bajo presiéon redubgtsta obtener una mezcla pastosa
que contiene el crudo de metabolitos, la cual ilecada en la estufa a 40° C hasta
su secado total. 10g del extracto seco se resugpendcen una porcion de agua y
colocados en un embudo separador afiadiendo n-bsainoado para la obtencion
del extracto butandlico. Finalmente se rotoevapasda que sequedad total.
A demas al extracto hidroalcohdlico se le determpH)densidad y sélidos totales.
Solidos totales
STamy=Pi-Po

ST @) = (ST @my*1000ml)/Iml

Donde:

ST @ mir Son los solidos totales contenidos en 1 ml.
Po-es la masa del vidrio reloj vacio (g).

P1 -es la masa del vidrio reloj con la muestra seta (g

Determinacién de la densidad relativa.

p=m/V
Donde:

p- Densidad relativa (mg/L).
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m- Masa de la muestra (g).
V- Volumen del picnémetro (ml).

B) Extraccion por Soxhlet
Se utilizé una masa de material vegetal seco de 40 cual se le realizé una
extraccién con n-hexano y cloroformo como un prippaso para eliminar las grasas
durante 1 y 3 horas respectivamente, por ultimoexdeajo con n-butanol para la
obtencion del crudo de saponinas, al cabo de 4éxiacto se rotoevapord hasta
sequedad total.

C) Extraccion del Jugo.
Este procedimiento se realizé en un molino de mpa& ello se utilizaron las hojas
verdes sin dafio visible.
Una vez obtenido el jugo se procedio a la deterommade los sélidos totales para la
preparacion posterior del crudo de saponinas & pi@itjugo. Se afiadié en el embudo
separador la cantidad de ml equivalentes a 10gotidos totales y se procedié a
mezclarlos con n-butanol saturado, de la mismadogoe A. Al jugo se le determino
pH, densidad y solidos totales (ver método A).
Para continuar con la metodologia de trabajo ssrseho el extracto obtenido por el
método A puesto que es el que se ha utilizada étetatura consultada y ademas es el

gue mayor efecto antiinflamatorio present6 (vegege 3.4).

2.6 Fraccionamiento del crudo de saponinas

Para la realizacion de la columna cromatograficesmgio como fase estacionaria
silicagel fase normal ya que debido a las caratiess econdmicas de nuestro pais no
se puede acceder a ella puesto que es muy carajydase recomienda la de la marca
reconocida como Sephadex.

La columna se prepar6 por via humeda, afadiendadosamente en la columna de
vidrio la silica-gel suspendida en el disolventeetligcion (cloroformo/metanol en la
proporcion 7:3), cuidando la uniformidad del ledoomado para que no se formen
burbujas. Para su aplicacion a la columna 1g destrauéue disuelta previamente en
metanol y se mezclé con 2g de silica-gel, se rajoend hasta obtener la misma en
forma de un sélido completamente seco adsorbida eflica, que fue aplicado en la

columna.
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La comprobacién de la separacion en la columnaeabzé por CCD fase normal
utilizando como fase mévil una mezcla de clorofaoimmetanol en relacion 7:3 y el

revelador utilizado fue $$O, concentrado.

2.7 Hidroélisis acida.

Se disolvi6 1g de crudo en 15ml de etanol, luege &fadido 5ml de HCI de
concentraciéon molar equivalente 2ml/l y calentaadeflujo durante 3 horas, se calentd
hasta reducir su volumen a la mitad y por ultimoesdiz0 una extraccién con acetato
de etilo.

La comprobaciéon del resultado de la hidrdlisis eg#liz6 en CCD (Cromatografia de
capa delgada) utilizando como fase mévil una mezelacetato de etilo/n-hexano 2:1y

fue revelado con $$0O, concentrado

2.8 Determinacion de la actividad antiinflamatoriaen animales de laboratorio

Fueron probados los crudos de saponinas obtenatosl pnétodo A y B, asi como el

crudo de sapogeninas del método A, obtenido poblisd acida.

El estudio se desarroll6 en ratas Wistar con pas@l comprendido entre 180 -200 g,
a los que se les retir6 el alimento 3 horas antedadadministracion. Todos los
productos deRAgave brittoniandueron probados a una dosis de 100mg/kg, porraia o
empleando jeringuillas de 1 ml. El grupo contratilbg® solamente el vehiculo y el
control positivo indometacina (tab 25 mg) como agemtiinflamatorio (7 mg/kg). Una
hora después de la administracion del productoadministrd el inductor de la
inflamacion, 0,1 ml de una solucién del carrager{it?6) en solucion salina fisiologica

en la aponeurosis plantar derecha posterior dahrat

El grosor de la pata inyectada fue medido con anérica, antes y después de la
inyeccion con carragenina. Se realizaron tresgaéplgue cumplan con un coeficiente

de variacién menor del 4 %.

Se calcularon los porcentajes de inflamacién ebiokiin a las 1, 2, 3, 4 y 5 horas de la

inyeccion de la carragenina utilizando las sig@sribrmulas:

% inflamacion fase aguda = p1XX Al
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X ai: grosor pata en cm antes de induccién

Xpi- grosor pata en cm después de induccion en cada hora

X control — X problema

% inhibicion fase aguda = --------------------------- 100

X control

Xcontrol:Valor medio del porcentaje de inflamacidén en epgroontrol
Xoproblema Valor medio del porcentaje de inflamacion enrapg problema

Procesamiento estadistico: La significacion estiadientre los grupos tratados y el
grupo control, se calculé utilizando ANOVA por unéa seguido de un test de

Bonferroni, con un nivel de significacion de 0,05.
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Capitulo IlI: Discusion de los resultados

3.1 Resultados de la preparacion del material vegat

Se obtuvo una masa de 386,19¢g, con un valor prantkedl.212% de humedad residual
el cual se encuentra dentro del rango permisib¢girsda Norma Ramal de Salud
Publica # 309 (Ochamendi y Durand, 1992 d).

3.1.1 Obtencion del crudo de saponinas
A) Resultados de la extraccidén por Maceracion

Tabla 3.1: Obtencién del extracto hidroalcohdélico

Organos Masa seca Extracto % de extraccion

hidroalcohélico

Hojas 386.199 57,119 14.78

Tabla 3.2 Propiedades determinadas al extractoddmbyholico

Extracto

hidroalcohdlico

Densidad 0.89 mg/L

Sdlidos 0.0012 g/L
totales
pH 6.5

Mediante este método partiendo del material vegestl obtuvo el extracto
hidroalcoholico (tabla 3.1), al cual se le detemndm las siguientes propiedades:
densidad, sélidos totales y pH (tabla 3.2).

Tabla 3.3 Obtencion del extracto butandlico.

Organos Extracto Extracto % de
hidroalcohdlico butandlico extraccion
Hojas 10g (67.62g MV) 3.18¢g 4.70

En la obtencién del crudo de saponinas a partiexkehcto hidroalcohélico se
obtuvieron los resultados que se muestran en la 3aB.
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B) Resultados de la extraccion por Soxhlet
Tabla 3.4: Obtencion del extracto butandlico doBiaxhlet.

Solvente de Masa del Tiempo % de extraccion
extraccion solidoextraido

n-hexano 0,78 1h 7.8

cloroformo 0.83 3h 8.3

n-butanol 1.23g 4h 12.3

C) Extraccion del Jugo
Tabla 3.5 Obtencion del extracto butandlico debjug

Organos Extracto Extracto % de
hidroalcohdlico butanolico extraccion
Hojas 109(21,88g MV) 2,139 9,73

Tabla 3.6 Propiedades determinadas al Jugo.

Jugo

Densidad 1.02 mg/L

Solidos 70 g/L
totales
pH 5.49

Tabla 3.7 Comparacion de los métodos.

Métodos % extraccion
A 4.70
B 12.3

C 9,73%
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De acuerdo con los resultados de los tres métaeloB, es el que obtuvo mayor
rendimiento, que puede ser debido a que la exémacse realiz6 con n-hexano y
cloroformo para eliminar las grasa, mientras que gganétodo A se obtuvo menor
rendimiento debido a que contiene un alto por oiatdg grasas ya que se acordd no
realizar un desengrase previo debido a las emasioque se forman por las
caracteristicas tensoactivas que poseen las sagorion el método C se obtuvo un
mejor rendimiento que en A puesto que tenia uneciahd de solidos totales mucho

mayor, con un valor de 70g/L y A 0,0012¢g/L.

L )
A B C

Fig. 3.1: Cromatograma comparativo.

Donde:
A-Extracto butandlico obtenido por maceracion.
B-Extracto butandlico obtenido con el soxhlet.
C-Extracto butandlico obtenido del jugo.

Fase movil: cloroformo/metanol 7:3.

En el cromatograma presentado anteriormente setrauascomparacion de los tres
extractos obtenidos por las diferentes vias, modtrajue por el método A se obtiene
una mezcla muy compleja que contiene ademas dsafasiinas compuestos resinosos
por eso la mancha que mostro tras ser reveladadiyantensa y tiene como desventaja
que se utiliza una gran cantidad de etanol, seuoco@msnucho tiempo y no es posible
realizar un desengrase previo para limpiar el etdrga que se forman emulsiones,
mientras que el método B muestra una mancha masddepero de baja intensidad
debido a que puede que hayan saponinas que naegaresto se pudo comprobar al

realizar la prueba de la espuma que revelé quedlé&ds métodos el tenia un mayor
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contenido de saponinas, el A por la altura de pams y por el tiempo de permanencia;
una de sus ventajas es que se ahorra tiempo yl gtangue la extraccién se hace

primero con n-hexano y cloroformo, y con la desagntjue se sometid a calentamiento
provocando cambios estructurales en los compudstgsocedimiento C presenta una

mancha similar a la del método A aunque es maa;darventaja es que es un método
mas facil y cdmodo en caso de que no se cuentsanateriales necesarios.

Como el método A es el que provoca menor dafio £rederucturas y el que mayor

resultado mostré en la actividad biolégica (vergesde 3.4) fue seleccionado para

realizar los estudios posteriores.

3.2 Resultados del fraccionamiento del crudo de sapinas

Al correr la columna se observé un aro verde carmtico de la clorofila y
posteriormente descendido un liqguido del mismo calet solvente inicialmente
adicionado perteneciente a las saponinas ya quecssopuestos medianamente polares
y por ultimo un aro de color pardo oscuro represgéert de los azlcares. Mientras que
si se hubiese utilizado fase inversa el orden tldasde los productos seria al revés,
salieran los compuestos mas polares primero, llegaonedianamente polares y por
altimo los compuesto polares; es decir primerameiaden los azucares, luego las
saponinas y finalmente la clorofila. La cromato@rafle fase normal tiene como
desventaja que una gran cantidad de solido gueelersiblemente adsorbido en la
silica.

Inicialmente se obtuvieron 152 fracciones pueste ge& duplicdé la columna, estas
fueron monitoreadas tanto por el método visual cppraCCD para agruparlas segun su
color y su similitud cromatogréafica. Finalmente algtuvieron tres fracciones; la 1

correspondiente a la clorofila, 2 a las saponindsyos carbohidratos.

Extracto n-
butanolico.

Clorofila Saponinas Carbohidratos
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3.3 Resultados de la hidrdlisis acida del extractoutandlico

Tabla 3.8 Resultados obtenidos en el procesodiélisis.

Solventes utilizados Masa del solido extraido  Color

Acetato de etilo 0.82g Grisaceo

La hidrdlisis fue completa, se pudo comprobar ntgdiéa prueba de la espuma ya que
no habia indicios de espuma en la muestra detaaiatilo y tampoco se solubilizé
en agua, esta caracteristica es propia de lasesgsipag puesto que son solubles en
lipidos.

3.3.1 Comparacion cromatografica

Se realizé una comparacion mediante CCD de unrmpdiucagenina y diosgenina

con el producto extraido con acetato de etilodgapina). El cromatograma se muestra
en la Fig 3.2.

Fig 3.2: Cromatograma.

Donde:

1-Patron de diosgeina.

2-Patron de yucagenina.

3-Sapogeninas

Fase movil: Acetato de etilo/n-hexano 2:1
Revelador: Acido sulfarico.

En el cromatograma mostrado se puede apreciaregua muestra aplicada hay una
manchas poco definidas que no se puede asegesadgisgenina ya que el patrén tiene
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un Rf= 1,67, pero si tenemos indicios de la presaie clorogenina con un Rf=0,41y
yucagnina a un Rf=0,60 esto coincide con lo reploren la literatura (Guerra de Ledn,
2005) ya que la mayoria de las saponinas de lagplime como esqueleto base la
yucagenina, por lo que podemos decir que la hglsdiie completa ya que se observa
el corrimiento de las manchas en la placa.

3.4 Resultados de la determinacion de la actividaahtiinflamatoria en animales de
laboratorio

En el ensayo de inflamacion aguda por inducciéredema plantar en rata, fueron
evaluados los crudos obtenidos por el método A gdB,como la sapogenina obtenida
por hidrdlisis acida. Se decidié no evaluar endonsayos bioldgicos, el crudo obtenido
por C, porque un examen previo arrojo que a la®rashde ser administrado en un
animal, este fallecié sin poder definir si la cafisa la administracion del crudo, que
como dato adicional fue el producto mas acido deolotenidos a partir de la planta
(pH=5.49).

Los porcentajes de inflamacion se muestran erbla theporcentajes de Inflamacion en
cada grupo experimental en Modelo agudo por indncaie Edema plantar por
administracion de carragenina. Los resultados peesan como la MEDIA + DE (cm)

(ver anexo B).

Grosor (cm)

S0.00

45 00 e
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Fig 3.3 Porcentaje de Inflamacibn en modelo agudoEl crudo A y B se
corresponden con los obtenidos por los métodos eattivos A y B anteriormente

descritos
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El crudo A y B se corresponden con los obtenidaslgm métodos extractivos A 'y B

anteriormente descritos.

Los resultados muestran un potente efecto armdtorio de los crudos de saponinas
y sapogeninas, incluso mayor que la indometacérapdco antiinflamatorio utilizado
como antiinflamatorio sintético. El test ANOVA d& dactor, demuestra diferencias
entre los grupos y para cada una de las horaseesejhizo el muestreo, excepto a las 2
horas, donde es maximo el efecto de la carrageluirgye coincide con otros reportes
(Suyenaga, 2002). Un test de Bonferroni nos demaegtie a las 4 horas de
administrada la carragenina (ver Anexo B, fig: #ddos los grupos de tratamiento
habian reducido significativamente el porcentajsnflamacion. Debemos sefialar que a
las 3 horas de inducida la inflamacion la sapogeréma el producto con mayor
reduccion de la inflamacion aguda. Al finalizarestudio los productos A (ver Anexo
B, fig: 1), B (ver Anexo B, fig: 1) y el crudo demogeninas (ver Anexo B, fig: 3)
redujeron significativamente el por ciento de imfion sin diferencias significativas

entre ellos.

El grafico que se muestra a continuacion repredeatporcentajes medio de inhibicion
por grupo obtenidos durante el estudio.
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Fig 3.4 Porcentaje de Inhibicion en modelo agudo edinflamacion. El crudo Ay B
se corresponden con los obtenidos por los métododractivos A y B anteriormente
descritos.
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Los resultados aplicando ANOVA de una via demuedligerencias desde la primera
hora de aplicado el inducton€0,01). El test de Bonferroni permiti6 demostrar gle
crudo obtenido por el método A y el crudo de sapiges provenientes de este mismo
meétodo, son los de mejores resultados, presentpodaientos de inhibicion de la
inflamacion superiores a la Indometacina (ver AnBxég: 5). El crudo obtenido por el
método B presenta actividad antiinflamatoria, de easo inferior a los dos compuestos

probados deA. brittonianapero comparable a la indometacina.

El fuerte poder antiinflamatorio observado en les productos extraidos de la planta
por diferentes métodos, permite demostrar que losegos extractivos no alteran
posiblemente la parte activa de la molécula. Sibaego las diferencias observadas en
el mayor poder antiinflamatorio del crudo obtenpw el método extractivo a partir del
embudo separador, y el mayor efecto antiinflamatatel crudo de sapogenina,
demuestra que el anillo esteroidal es el respoas#blla actividad antiinflamatoria y
que este es absorbido a nivel intestinal y llegasacélulas diana a través de la
circulacion sistémica. El proceso extractivo queplioa aplicar calor a la muestra,
posiblemente destruye en alglin grado las estrisctamdeculares disminuyendo asi la
biodisponibiliadad y la consecuente efectividadiiaftamatoria del crudo. Estos
aspectos deberan ser comprobados en estudios taimétacos y de relacidon estructura

actividad.
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™) Conclusiones



Conclusiones

El método extractivo de mayor actividad antiinfeioria fue el de la
maceracion con un gran contenido de saponinas.

El procedimiento para el fraccionamiento del crut saponinas utilizando
cromatografia de columna fase normal, logré unarsepn eficaz del crudo de
saponinas obteniéndose tres fracciones.

Los crudos de saponinas y sapogeninas mantienpatsncial antiinflamatorio
in vivo, aunque el crudo proveniente del método extragoSoxhlet presenta
valores disminuidos con respecto al resto de lodymtos
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Recomendaciones
1. Fraccionar por técnicas de MPLC y HPLC los crudesaponinas obtenidos

para lograr la separacion de las saponinas entfunioas y espirostanicas.

2. Realizarle un espectro IR a los tres extractosnitids para comprobar si

ocurrieron cambios estructurales en las moléculas.

3. Disefiar modelos predictivos para dilucidar actigidantiinflamatoria de

saponinas presentes en la planta, asi como sugosiscanismo de accion.

4. Evaluarin vivo la actividad antiinflamatoria de saponinas puasifias presente

en elAgave brittoniandlrel.
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Anexo A
Sapogeninas aisladas de la planta
Yucagenina (1).

25R-espirost-5-en€? 3p-diol.

Diosgenina (2).

25R-espirost-5-enf3ol

Clorogenina (3).

50, 25R- espirostanof3 6a-diol

Hecogenina (4).

3B-hidroxi-50, 25R-espirostan-12-ona
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Tigogenina (5).

50, 25R-espirostan{ol

HO
Rockogenina(6).
50, 25R-espirostanof3 123-diol

O

HO
p-Sitosterol (7).

A>-estigmastan{3-ol

HO

» Saponinas aisladas de la planta.

Karataviosido (A) (8).
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Agabrittondésido A (9).

3-O-((B-D-xilopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranosil-(1>2))(B-D-xilopiranosil-(
1—-3))-p- D-glucopiranosil-(3:»4)-3-D-galactopiranosil-
25R-espiros-5-ene? 3p-diol.

= ‘E_.\/ &‘\/ \ t
HO-—
HO L \. z
©oH Q. HO-

/5/ 7~ o
TOH

Gal
HO Glu’ *

HO /yéo'l—:

HO
X

Agabrittonosido B (10).
3-O-((B-D-xilopiranosil-(1—3)-p-D-glucopiranosil-(1>2))(B-D-xilopiranosil-(
1—-3))-p-D-glucopiranosil-(3»4)-p-D-galactopiranosil-263-p-D-glucopiranosil-25R-
furost-5-en-2,3B, 22o-triol.

HO
-" Glu"
o E:;O'\
HO .I"-.
/”“MJ/
HO
{ Glu P /ax_\
1 HO—Y. 0 j/
HO ‘\\__’&//O \/ \
HO [}
oH HO |
I\J.fo' HO
- OH Gal
HO
o Glu
LS
- !
HO N
HO OH

Agabrittonosido C (11).

3-O-((B-D-xilopiranosil-(1—3)-p-D-glucopiranosil-(1>2))(B-D-xilopiranosil-(
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1—-3))-p-D-glucopiranosil-(3»4)-p-D-galactopiranosil-
26-O-B-D-glucopiranosil-28-metoxi-25R-furost-5-

en-2, 3p—diol
HO
{ G
HO- t\. O
HO—
DCH3
HO §
,' Gla e
ﬁ:@/
HO-
k ~ OAJ
oH HO
Vool Ho —
)
TOH Gal
HO s ] Glu'
o
HO/B;?/@'
HO OH
il

Agabrittondsidos D (12) y E (13).

3-O-((B-D-xilopiranosil-(1—3)- B-D-glucopiranosil-(32))(B-Dxilopiranosil-(
1—-3))-pB-D-glucopiranosil-(3»4)-p-Dgalactopiranosil-

25R-espiros-5-enfBol (D)
3-O-((a-D-rhamnopiranosil-(4>3)--D-glucopiranosil-(32))(B-Dxilopiranosil-(
1—-3))-p-D-glucopiranosil-(3»4)-pB-Dgalactopiranosil-
25R-espiros-5-enfBol(E)

L ﬂ§ o
e

il e
HO VO
HO\._-Q o \\—‘—~$/’
HO— . ‘o
om HO \
Vool HD -
k~-.‘_\_‘ -
4 —~0H Gal JO 'IO
HO ! HD’W‘ -
R Glu Compuesto 12 R= HO OH il

Compuesto 13 R= —7—0 Rba

Agabrittondsido F (14).

3-O-B-D-glucopiranosil-(32)(B-D-xilopiranosil-(1—3))-3-Dglucopiranosil-(3>4)-p-
D-galactopiranosil-2, 33-dihidroxi-25Respirost-5-en-12-ona.
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ot~
e :t&

Agabrittondsido G (15).

3-0O-B-D-glucopiranosil-(32)(B-D-xilopiranosil-(1—3))-3-Dglucopiranosil-(3:>4)-p-
D-galactopiranosil -2@-p-Dglucopiranosil-28-metoxi-25R-furost-5-eno«? 33—diol.

HO
/G
HO~ 'x,.o\ o
Hr:J----b T——
OH W
-
HO 0
[ cw HO, ~ | A
k_/ ': T"‘\" /J\\/‘\“‘b\xfj
ox HO \
o_| HO- oH
—OH Gal
HO
HO Gln'

Agabrittonosido H (16).
3-O-((a-D-rhamnopiranosil-(3>3)-3-D-glucopiranosil-(3>2)) (3-Dxilopiranosil-
(1—3))-B-D-glucopiranosil-(3:»4)--Dgalactopiranosil-26-B-D-glucopiranosil-22-
metoxi-25R-furost-5-eno«? 33—diol.

Glu

Agabrittonosido | (17).
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3-O-((a-D-rhamnopiranosil-(3>3)--D-glucopiranosil-(32)) (3-D-xilopiranosil-
(1—3))-B-D-glucopiranosil-(3:»4)--Dgalactopiranosil-25R-espiros-5-en; 33-diol

Rha

HO O

Agabrittonosido J (18).

3-O-B-D-glucopiranosil-(32) (3-D-xilopiranosil-(1—3))-B-Dglucopiranosil-(1-4)-B-
D-galactopiranosil-26-B-D-glucopiranosil-25R-furost-5-ene 33,2 20-triol

HO
I." Glu"

HO— E ..C'\ )

Agabrittondésido K (19).
3-O-((a-D-rhamnopiranosil-(4>3)--D-glucopiranosil-(32))(B-Dxilopiranosil-(

1—-3))-p-D-glucopiranosil-(3»4)-B-Dgalactopiranosil-2&3-p-D-glucopiranosil-25R-
furost-5-en-a, 33, 22u-triol.
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Anexo B

Analisis estaditico del muestreo realizado.

Porcentajes de Inflamacion en cada grupo experimeak en Modelo agudo por

induccion de Edema plantar por administracion de caagenina. Los resultados se
expresan como la MEDIA + DE (cm)

GRUPOS 1h 2h 3h 4h 5h

SINTTO Mediat 22,37 36,88 + 42,84 47,40 43,40
Desv. tip 15,4263 12,6680 +7,2714 +5,8405 £7,3495
(cm). 6 2 2 7 8

INDOMETA Mediax 15,33 27,33 32,00 23,33 29,33

CINA Desv. tip £3,9327 £3,9327 14,310 13,246 £9,3523
(cm). 7 7 8 3 6

SAPOGENI Mediat 6,61 34,30 7,89 7,89 7,89

NA Desv. tip 14,6627 £15,392 18,0020 +4,0040 =£4,0040
(cm). 1 2 0

Crudo A Mediax 25,97 37,87 26,88 16,05 9,51
Desv. tip £13,367 *12,825 +11,290 +14,138 +9,5318
(cm). 4 5 9 8

Crudo B Mediat 8,22 28,50 14,41 14,33 18,41
Desv. tip £8,3372 18,7607 +9,0721 +3,3021 #£3,4153

(cm).
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Imagenes del muestreo realizado.

Fig: 1. Inflamacién tratada con extracto butandlico deéceracion (A)

Fig: 2. Inflamacién provocada por administracion de camagel1% en la aponeurosis
plantar de rata Wistar tratada con el extractoriilieo obtenido por el Soxhlet (B).

Fig: 3. Inflamacioén tratada con sapogeninas.
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Fig: 4. Inflamacién sin tratamiento.

Fig: 5. Inflamacion tratada con indometacina.
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