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RESUMEN

La especie Agave brittoniana subsp. brachypus (Trel.) A. Alvarez presenta actividad
antiinflamatoria en biomodelos experimentales, ademas se ha comprobado la
presencia de yucagenina como sapogenina mayoritaria. Sin embargo no existen
estudios que comprueben si este metabolito es el principal responsable del efecto
antiinflamatotio observado en la especie. Se realizaron estudios experimentales in
silico e in vivo para comprobar el efecto antiinflamatorio de la yucagenina presente
en esta especie. La prediccién de las propiedades antiinflamatorias fue realizada
utilizando los programas TOMOCOMD, STATISTICA y WEKA, para obtener un
modelo computacional que permitié identificar los compuestos con potencial acciéon
antiinflamatoria. La actividad antiinflamatoria in vivo fue evaluada empleando modelo
agudo de induccion de edema por carragenina. Se formaron cinco grupos
experimentales: fraccién rica en yucagenina (20mg/kg), fraccién de sapogeninas
(50mg/kg), diosgenina patrén (20mg/kg) indometacina y control negativo. Los
resultados del estudio in silico demostraron la obtencién de un modelo eficaz para la
deteccién de moléculas con potencial accion antiinflamatoria. Entre las sapogeninas
identificadas por el modelo como potenciales antiinflamatorias se encontré la
yucagenina. El modelo agudo in vivo corroboré que todas las fracciones de
sapogeninas evaluadas mostraron propiedades antiinflamatorias elevadas, incluso
mayores que la indometacina. La fraccién rica en yucagenina desde la primera hora
inhibio la formacion del edema. Concluimos que las sapogeninas presentes en Agave
brittoniana Trel, especialmente la yucagenina como sapogenina mayoritaria,
presenta potente actividad antiinflamatoria.

Palabras claves: Agave brittoniana, carragenina, in silico, yucagenina



ABSTRACT

Agave brittoniana subsp. brachypus (Trel.) A. Alvarez presents anti-inflammatory
activity in experimental biomodels. It has also been proven the presence of yucagenin
as majority sapogenin. However, studies don't exist that check if this metabolite is
the main responsible for the anti-inflammatory effect observed in this specie. Two
experimental studies, in silico and in vivo were carried out to evaluate the anti-
inflammatory effect of yucagenin, present in the Agave brittoniana subsp. brachypus.
The prediction of anti-inflammatory properties was performed using the programs
TOMOCOMD, STATISTICA and WEKA, to develop a computational model useful to
identify compounds with potential anti-inflammatory action. The anti-inflammatory
activity in vivo was evaluated using an acute model the carrageenan-induced rat paw
edema test. Thirty animals were used divided into five experimental groups: fraction
rich in yucagenin (20mg / kg), fraction of sapogenins (50mg / kg), diosgenin standard
(20mg / kg) indomethacin and negative control. From the in silico study we obtaining
a good model to predict of anti-inflammatory activity of molecules. Among the
sapogeninas identified with this model, yucagenin was found as potential anti-
inflammatory. The acute in vivo model showed that all the sapogenin fractions
evaluated exhibited high anti-inflammatory properties, even higher than
indomethacin. The fraction rich in yucagenin inhibited the formation of edema from
the first hour. We conclude that the sapogenins present in Agave brittoniana Trel,
especially the yucagenin as a major sapogenin, have potent anti-inflammatory
activity.

Key words: Agave brittoniana, carragenin, in silico, yucagenin.
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1. Introduccion

La inflamacién es considerada el primer mecanismo fisiologico de defensa del
organismo ante infecciones, alergias y danos por agentes fisicos y quimicos. Esta
respuesta puede ser persistente e inducir o agravar otras enfermedades, conduciendo
a procesos inflamatorios agudos o crénicos, y la consecuente necesidad de utilizacién
de terapias medicamentosas Flérez et al. (2008). Dentro de los medicamentos usados
para el control de los procesos inflamatorios, los esteroides o glucocorticoides y
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) constituyen los mas utilizados a nivel
mundial (Lanas, 2001).

Debido al amplio uso de estos farmacos y la alta incidencia de reacciones adversas
que presentan, es de interés, la busqueda de nuevos compuestos con actividad
antiinflamatoria para el desarrollo de nuevos farmacos eficaces y seguros desde el
punto de vista terapéutico (Siverio et al, 2012). Los productos naturales
especificamente aquellos que provienen de plantas medicinales constituyen una
fuente inagotable de metabolitos activos para el tratamiento de diversas patologias
incluyendo las relacionadas con procesos inflamatorios. Un ejemplo de especie que
pudiera ser usada con este fin es Agave brittoniana subsp. brachypus (Trel.) A.
Alvarez, endémica de la regién central de Cuba y pertenece a la familia
Asparagaceae.

Las saponinas presentes en el género Agave se han evaluado en diferentes modelos
bioldgicos. Las saponinas del Agave lecheguilla Torr. y Agave lophantha Schiede
presentan efecto antimicrobiano sobre Helicobacter pylori (Gonzalez, 2014). Trabajos
recientes desarrollados en la Unidad de Toxicologia Experimental de Villa Clara han
demostrado, en animales de experimentacion, que el crudo de saponinas extraidas
del Agave brittoniana tiene actividad antiobesidad (Rivero, 2016), antiulcerosa
(Fernandez, 2014), hipolipemiante (Vizcaino, 2017) y antiinflamatoria (Martin, 2016).
Esta ultima propiedad farmacoldgica ha sido una de las mas estudiadas, tanto in vitro
como in vivo, debido a la presencia del componente inflamatorio en un gran numero
de patologias.

El desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso en el que se invierten millones de
ddlares (Louis, 2003). Inicialmente es necesario probar miles de productos quimicos
en animales de laboratorio. El uso del método prueba y error no solo implica grandes
inversiones de dinero y tiempo, también, dilemas de tipo ético, debido a que la
investigacion implica el uso de animales y su posterior sacrificio (Castillo, 2008). En
este sentido los estudios in silico ofrecen una alternativa a la experimentacién animal,
evitando el sacrificio de animales de laboratorio y se han convertido en herramienta
eficaz para predecir un numero infinito de propiedades bioldgicas. Un ejemplo de este
tipo de estudio es el disefio computarizado de farmacos. Este método implica crear
bibliotecas digitales con diferentes bases de datos que contienen estructuras
quimicas, con aplicaciones farmacoldgicas, agroquimicas, industriales o de algun otro
tipo de uso (Medina et al., 2006). La actividad antiinflamatoria de muchas moléculas
quimicas han sido
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correctamente predichas con el empleo de estos métodos, por ejemplo:
Lithospermidin A, Andrographolide, Capillartemisin B, Loganin, Precatorinl,
Xanthumanol, Magnolignan D, 3-Hexenyl glucoside, Gancaonin R, Cnidioside C,
Regaloside A, Platydesmine, Cleomiscosin A, Cleomiscosin B, Cleomiscosin C
(Ehrman et al., 2010, Kumar et al., 2011).

Estudios experimentales en modelo animal han demostrado la actividad
antiinflamatoria de diferentes sapogeninas. Dentro de estas, se encuentra la
diosgenina, presente en A. brittoniana, y en otras especies de la familia Asparagaceae
(Reyna et al., 2008) . Las investigaciones in silico para predecir este efecto en este
tipo de moléculas son muy escasas. Un estudio reciente publicado por Kim et al.
(2016) se comprobd que las saponinas triterpénicas aisladas de Panax vietnamensis
Ha & Grushv inhibian el factor de necrosis tumoral a (TNF-a); mediador que es
liberado durante los procesos inflamatorios.

La yucagenina, sapogenina esteroidal mayoritaria en Agave brittoniana Trel. subsp.
brachypus (Guerra, 2005) y estructuralmente similar a la diosgenina, no ha sido
evaluada como antiinflamatoria. Estudios tanto in silico como in vivo que demuestren
el posible efecto antiinflamatorio de esta molécula serian de interés para el desarrollo
de futuros medicamentos antiinflamatorios, a partir de esta fuente natural.

Hipétesis de investigacion

La fraccién rica en yucagenina extraida de Agave brittoniana subsp. brachypus
pudiera presentar efecto antiinflamatorio en modelos in silico e in vivo.

Objetivo General

Evaluar la actividad antiinflamatoria en modelos in silico e in vivo de fraccion rica en
yucagenina presente en Agave brittoniana subsp. brachypus.

Objetivos Especificos

1. Predecir la actividad antiinflamatoria de sapogeninas esteroidales utilizando
modelos QSAR.

2. Determinar la actividad antiinflamatoria de fraccion rica en yucagenina en
modelo agudo de induccion de edema plantar por carragenina en ratas Sprague
Dawiley.






2. Revision Bibliografica

2.1 Inflamacion. Generalidades

Etimoldgicamente, inflamacion significa flama (del griego phlox), de donde proviene
el término flogistico, denotacion antigua de la inflamacién. La definicién actual
establece que la inflamacion es una respuesta defensiva del organismo frente a
factores enddgenos (necrosis tisular) o factores exdgenos: lesiones causadas por
agentes mecanicos, fisicos, quimicos, bioldégicos e inmunolégicos. Durante esta
respuesta intervienen tanto componentes de la inmunidad innata, por ejemplo:
barreras epiteliales, macréfagos, leucocitos, natural killer, proteinas del complemento
y células dendriticas; como componentes de la inmunidad adquirida: los linfocitos B
y T (Parslow et al., 2001, Lichtman y Abbas, 2008). Esta respuesta protectora tiene
como fin, aislar, contener la lesion, destruir al agente agresor y posteriormente
preparar al tejido dafiado para su reparacion (Gabay et al., 1999).

Aulo Cornelio Celso, enciclopedista médico romano, describié cuatro signos
cardinales que se presentan en todo proceso inflamatorio: enrojecimiento, tumor en
el sentido de bulbo (edema), calor y dolor. A estos signos Rudolf Virchow y Galeno,
les sumo un quinto signo clinico, functio laesa, que es la pérdida de funcionalidad,
resultante de la limitacion a la que conduce la conjugacién de los cuatro signos ya
mencionados (Villalba, 2014).

2.1.1 Fisiopatologia

Existen diferentes mediadores que se desencadenan durante la inflamacion, todo
depende del factor que la provoque. Los mediadores pueden ser: biopreparados
derivados de tejidos lesionados y reaccion del huésped, originados en el plasma y
derivados de las células. Los bioproductos derivados de tejidos lesionados y
reacciones del huésped, son un término usado para designar un grupo de mas de
veinticinco proteinas presentes en membranas celulares y el plasma, que juegan un
rol importante en los procesos de defensa del huésped y tienen tres vias de
activacion: La clasica, la alternativa y la via de las lectinas. Este sistema de proteinas
plasmaticas tiene cuatro funciones principales una vez activado. Una de ellas es la de
participar en la liberacién de péptidos biolégicamente activos que median aspectos
importantes de la inflamacién, por ejemplo. C3a, C4a, Cba, tienen actividad
anafilactica, causando contracciéon del musculo liso, degranulacién de mastocitos y
basofilos con la consecuente liberacion de histamina y otras sustancias vasoactivas
que inducen filtracion o permeabilidad capilar. Los derivados del plasma estan
presentes en el mismo en formas precursoras que deben ser activadas a través de
una serie de fragmentaciones proteoliticas para adquirir sus propiedades bioldgicas.
Los mediadores derivados de las células del huésped permanecen normalmente
secuestrados en granulos intracelulares ejemplo: prostaglandinas en respuesta a un
estimulo. Las células principales que secretan o sintetizan mediadores son las
plaquetas, neutrdéfilos, monocitos, macréfagos y células cebadas. Otros son
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macromoléculas unicas. Los mediadores pueden actuar sobre uno o unos pocos tipos
de células diana, o sobre multiples tipos de células. A su vez el efecto puede ser
diferente segun el tipo de célula y tejido sobre el que actuan. Una vez activados o
liberados de la célula, la mayoria de los mediadores duran muy poco tiempo.
Rapidamente se degradan o son inactivados por accion de enzimas, o bien son
barridos (Robbins et al., 2015).

Los mediadores quimicos o secretados por células del huésped, como es el caso de
la histamina; amina derivada del aminoacido histidina, es liberada por basdfilos y
células cebadas en respuesta a diferentes estimulos. Esta liberacion produce
dilatacion de vasos sanguineos lo cual trae consigo disminucién de la presién
sanguinea y aumento de la permeabilidad de las paredes vasculares, de manera que
salen a los tejidos, anticuerpos y monocitos componentes del complemento (Robbins
et al., 2015, Gémez, 2017).

Serotonina, se forma a partir del aminoacido triptéfano. Es un mediador vasoactivo
preformado presente en las plaquetas y en determinadas células neuroendocrinas.
Su principal funcidon es como neurotransmisor en el tubo digestivo. Es también
vasoconstrictora, inhibe la produccion de acido clorhidrico en el tracto digestivo y
estimula la contraccion de la pared intestinal. Después de su actividad pasa de nuevo
del espacio sinaptico a la neurona que la liberd, para ser reciclada y reutilizada en
otra accion o bien es procesada y convertida en una molécula inactiva (Robbins et al.,
2015, Mauler et al., 2016).

La activacién de la fosfolipasa Az, presente en las membranas celulares, inicia dos
grandes vias metabdlicas a partir del acido araquidénico. Por la via de las
cicloxigenasas se generan las prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclina. Por la
via de las lipoxigenasas, generan los leucotrienos (Pérez et al., 2002). Las
prostaglandinas producen vasodilatacion local, permeabilidad vascular, inhiben la
agregacién plaquetaria y actuan como quimiotacticos para neutréfilos. Mientras que
los leucotrienos inducen contraccion del musculo liso, broncoconstriccion,
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular y favorecen la agregacion
plaguetaria (Robbins et al., 2015). La prostaciclina causa vasodilatacién y aumenta la
permeabilidad vascular (Neal, 2009) y los tromboxanos promueve la agregacion
plaquetaria (Gasquez, 2003).

Las citoquinas son mediadores solubles de accién corta producidos por muchos tipos
celulares (principalmente linfocitos, macréfagos activados, células endoteliales,
células epiteliales, y células del tejido conjuntivo) en respuesta a una gran variedad
de estimulos. Estas citoquinas son capaces de modular el metabolismo, sintesis, y
secrecion de otras proteinas, proliferacion, diferenciacién celular, asi como regulacién
de la respuesta inflamatoria y reparadora del huésped. Dentro de estos mediadores
se encuentra la IL-1 (interleuquina-1), el F.N.T. (factor de necrosis tumoral) y el
interferén v. Estas promueven el crecimiento y diferenciacion de células B, activan
neutrdéfilos, y macrofagos, estimulan la hematopoyesis, promueven la inflamacion e
inducen la respuesta de fase aguda. Ademas, este tipo de mediador incrementa la
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adhesividad de leucocitos al endotelio vascular y células del musculo liso, inducen la
produccion de prostaglandinas, la quimiotaxis de neutrdfilos y macrofagos y la
expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (Parslow et al.,
2001, Szekanecz et al., 2006).

Factores de coagulacién: El sistema de la coagulacion esta constituido por una serie
de proteinas plasmaticas que también pueden ser activadas por el factor de
Hageman. El paso final de la cascada es la conversion del fibrinégeno en fibrina por
accion de la trombina. Mediante esta conversiéon se forman fibrinopéptidos que
inducen un aumento de la permeabilidad vascular y de la actividad quimiotactica para
los leucocitos. La trombina también presenta propiedades inflamatorias como son el
aumento en la adhesividad de los leucocitos y la proliferacion de los fibroblastos
(Carrillo y Gonzalez, 2002).

El producto final del sistema de generacion de las quininas es la bradicinina, péptido
de nueve aminoacidos con potente habilidad para regular el flujo sanguineo y de la
permeabilidad capilar a los liquidos en tejidos inflamados, causa contraccién del
musculo liso extravascular, es potente dilatador arteriolar, aumenta el tamano de los
poros capilares y por lo tanto, la permeabilidad capilar, contribuyendo a la formacién
del edema (Parslow et al., 2001, Marinovic, 2008).

La inflamacion se puede clasificar teniendo en cuenta el tiempo de duracién, caracter
del exudado, etiologia, caracteristicas morfoldgicas y localizacion. Por la duracién
pueden ser:

a. Aguda: Es una respuesta inmediata al agente agresor cuya finalidad es liberar
mediadores de defensa del organismo en el area de la lesidon cuyo comienzo es rapido
y cursa con una duracién corta.

b. Crénicas: Es un proceso prolongado, existiendo en ese tiempo destruccion tisular,
inflamacion activa y un repetitivo intento de reparacion (Villalba, 2014).

2.1.2 Inflamacién aguda

Es la respuesta inmediata que se produce frente al agente lesivo que implica
modificaciones en el calibre de los vasos sanguineos y aumento en el flujo de la
sangre. Ademas, provoca alteraciones en la estructura de la microvasculatura que
permite la salida a la circulacién de las proteinas plasmaticas y los leucocitos, y
migracion de los leucocitos hacia el foco de la lesion en el que se acumulan op. cit.

Cambios vasculares: Los cambios vasculares son los primeros que ocurren de forma
muy rapida tras la lesion y estan dados por un periodo transitorio de vasoconstricciéon
arteriolar seguido de un tiempo de vasodilatacion, el cual depende del propio estimulo,
con apertura de nuevos lechos capilares, aumento del flujo sanguineo. Luego tiene
lugar un retraso en la circulacion por aumento de la permeabilidad de la
microvasculatura, que se acompana de la salida de liquido rico en proteinas hacia los
tejidos.
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Acontecimientos celulares: Le continian a los cambios vasculares y estan dados
por la extravasacion, quimiotaxis, activacion, cebado y fagocitosis de los leucocitos.
Cuando el flujo de sangre es normal en las vénulas los eritrocitos permanecen en la
circulacion axial y desplazan a los leucocitos hacia la pared del vaso. A medida que
disminuye la velocidad del flujo sanguineo, debido al aumento de la permeabilidad
vascular, un numero cada vez mayor de leucocitos se sitian en la periferia a lo largo
de la superficie endotelial, proceso que recibe el hombre de marginacion de los
leucocitos, el cual ocurre en tres fases:

Primera fase: Rodamiento

Es mediada por las selectinas, comienza cuando los neutréfilos u otros leucocitos
chocan con la pared celular facilitdndo que las moléculas de P y E selectinas, que se
expresan sobre el endotelio activado, se unan a la proteina mucina que se encuentra
en la superficie de los leucocitos que presentan cadenas laterales de carbohidratos.
Las selectinas y su ligando mucina son moléculas alargadas frecuentemente
localizadas en la punta de las microvellosidades, lo cual incrementa su accesibilidad
para la unién. Una vez adheridos los neutréfilos y otros leucocitos a la pared vascular,
se ponen en contacto con una gran variedad de mediadores, por ejemplo la histamina
y la trombina permiten la expresion de P-selectina mientras que I-IL y TNF que
permiten la expresion de L-selectina (Robbins et al., 2015).

Segunda fase: Marginacion o fase de activacion

Los factores quimiotacticos leucocitarios se unen a receptores situados en la
superficie de los leucocitos. Esta fase es mediada por quimosinas, (citoquinas
proteicas) atraen selectivamente a un tipo particular de leucocito que expresa sobre
su membrana el correspondiente receptor al sitio de lesiéon, una vez formado un
gradiente inmévil de estas proteinas solubles loc. cit.

Tercera fase: Firme adhesiéon mediada por Integrinas

Las interacciones mediadas por las integrinas se desarrollan en forma relativamente
lenta, pero conducen a una estabilidad del proceso con contactos moleculares
ampliamente duraderos. Se produce el rodamiento a lo largo de la pared vascular de
los neutrdfilos y en pocos minutos se aplanan al endotelio (pavimentacion de los
leucocitos al endotelio vascular).

Una vez adheridos los neutrdfilos dirigen sus seuddépodos hacia las uniones que
existen entre las células endoteliales, se introducen en las mismas y quedan situados
entre las células endoteliales y la membrana basal, atraviesan la misma y salen al
espacio extravascular, proceso que recibe el nombre de emigracion de los leucocitos
(Wang et al., 1995).

Después de salir de la circulacién, los leucocitos se desplazan por los tejidos hacia el
sitio de la lesion por un proceso llamado quimiotaxis o locomocién orientada segun
un gradiente quimico. Ocurre por la accion combinada de moléculas de adhesion,
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quimosinas y receptores, entre otros factores, donde los leucocitos obtienen la
informacién que les indica la direccion de migracién a la zona de lesién.

Una vez que los leucocitos (particularmente los neutrofilos y monocitos) han sido
reclutados para actuar en el sitio de la infeccién o muerte celular, han de ser activados
para cumplir sus funciones. Las funciones de los leucocitos consisten en: 1) reconocer
los agentes causales por medio de los TLR (receptores tipo Toll) y otros receptores
que emiten sefales que 2) activan los leucocitos para que efectien la fagocitosis y
destruyan los agentes causales loc. cit.

Activacion: Una vez que los leucocitos mediante el fenomeno de quimiotaxis logran
alcanzar la zona de la lesion, se produce fijacién de los agentes quimiotacticos a
receptores especificos situados en la membrana celular del leucocito, dando lugar a
la activacion de la fosfolipasa C, lo cual inicia la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (PIP2), en inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diaglicerol (DAG), asi como
liberacion de Ca**. El leucocito se mueve extendiendo unos seudépodos que tira del
resto de la célula en direccion de la extension. Se produce la activacion de los
leucocitos que tiene lugar cuando se produce la union del receptor al ligando con
activacion ulterior de la fosfolipasa C (Esteller, 2005).

A medida que la inflamacion se desarrolla, el proceso estimula la emision de una serie
de senales de detencion que ponen fin de forma activa a la reaccion. Estos
mecanismos de terminacion activa comprenden el cambio del tipo de metabolitos del
acido araquidonico producido (los leucotrienos proinflamatorios son remplazados por
lipoxinas antiinflamatorias) y la liberacion de citoquinas antiinflamatorias, como el
factor de crecimiento transformante  (TGF-B) y la IL-10. Ademas, de impulsos
nerviosos (colinérgicos, de descarga), que inhiben la produccion de TNF en los
macrofagos (Robbins et al., 2015).

Numerosas variables pueden modificar el proceso basico de la inflamacion, por
ejemplo, la naturaleza e intensidad de la lesion, localizacion, los tejidos afectados, y
la respuesta del anfitrion. Todos los procesos inflamatorios agudos evolucionan de
una de las tres formas siguientes:

Evolucién de la inflamacion aguda:

I. Resolucion completa: Cuando la lesion es limitada o de duracién breve, cuando
la destruccion de los tejidos es pequefia y cuando el tejido es capaz de
regenerarse, lo mas habitual es el restablecimiento histolégico y funcional.

Il. Cicatrizacion o fibrosis: Ocurre cuando la inflamacién tiene lugar en tejidos que
no se regeneran o después de la destruccidn sustancial de los tejidos.

[ll. Progresién de la respuesta a inflamacién crénica: Ocurre cuando la respuesta
aguda no puede resolverse, sea por la persistencia del agente lesivo o por la
interferencia del proceso normal de cicatrizacioén.
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2.1.3 Modelos experimentales de inflamacion

Existen protocolos establecidos para evaluar inflamacién aguda y crénica en modelos
experimentales. Dentro de los agudos se encuentra la induccion de edema plantar
por carragenina, modelos pleurales, modelo de inflamaciéon aguda en la oreja y
migracion de leucocitos especificos. A continuacion se explicara uno de estos
modelos (Winyard y Willoughby, 2003).

Induccién de edema plantar por carragenina en ratas y ratones

Descrito por Winter et al. (1962) y posteriormente modificado por Sugishita et al.
(1981). Consiste en la administracion subcutanea de una solucion de A-carragenina,
un mucopolisacarido sulfatado extraido del alga marina Chondrus crispus, a nivel de
la aponeurosis plantar de la rata o ratén, provocando una reaccién de caracter
inflamatorio medida por la liberacion de diversos autacoides. Previamente se
administra la sustancia que posiblemente provoque una disminucién de la respuesta
inflamatoria (Sueiro, 2011).

2.1.4 Fitoterapia antiinflamatoria

Los antiiflamatorios esteroideos tienen un importante rol en la accion antiinflamatoria
debido a que inhiben la produccion de varios factores celulares como las citocinas o
reactantes de la fase aguda, los cuales son criticos en la generacion de la inflamacion,
dando como resultado la disminucion de la liberacion de factores quimiotacticos y
vasoactivos. Actuan atravesando la membrana citoplasmatica e interactuando con
receptores especificos que se encuentran en el citoplasma de las células

de los tejidos diana. Los esteroideos son los mas potentes antiinflamatorios porque
inducen la expresion de la macrocortina o lipocortina que es una proteina que inhibe
la fosfolipasa Az interfiriendo la produccion de prostaglandinas, leucotrienos vy
tromboxanos (sustancias proinflamatorias). De esta manera se disminuye su sintesis
y su liberacion (Betés y al., 2008). Se han elaborado farmacos esteroideos entre los
que se encuentran la dexametasona, prednisolona, metilprednisolona, cortisona,
hidrocortisona, mometasona (Carrillo y Gonzalez, 2002).

Los AINEs son un grupo de agentes de estructura quimica diferente que tienen como
efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas a través de la inhibicion de la
enzima ciclooxigenasa (COX). En este grupo de farmacos se encuentran el
paracetamol, morfina, ibuprofeno, pirrolacético entre otros (Carrillo y Gonzalez, 2002).

Debido a las diferentes patologias que pueden padecer los individuos, algunas
temporales y otras cronicas, y el consecuente consumo de farmacos para eliminar o
minimizar estos padecimientos, se ha elevado el indice de reacciones adversas. Por
lo que, las recientes investigaciones se han enfocado en la busqueda de nuevos
farmacos de origen natural, empleando modelos farmacolégicos (Setty y Sigal, 2005).

El potencial antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de vainas de Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze fue determinado por el método de induccion de edema
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plantar en ratas por A-carragenina (Nunez et al., 2016). En extractos de hojas de
Annona squamosa (L.) Delile. se demostro el efecto antiinflamatorio evaluado en
granuloma inducido por algodén en ratas (Amador et al., 2006). Utilizando el mismo
modelo experimental se comprobd que el extracto etandlico de Muehlen beckia
volcanica (Benth) posee efecto antiinflamatorio en ratas (Arauco, 2016).

Ademas de estos extractos, se han aislado metabolitos secundarios a los que se les
ha comprobado su efecto antiinflamatorio. Extractos y fracciones obtenidas de calices
de Physalis peruviana L. presentaron actividad antinflamatoria utilizando el modelo
murino de edema auricular inducido por 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol (Franco
et al., 2007). Se comprobd la actividad antiinflamatoria de los extractos, fracciones y
subfracciones de Aristotelia chilensis Mol. (Stuntz) en oreja de rata a través de la
induccién con TPA (Activador Tisular del Plasmindgeno) (Cespedes et al., 2010).

2.2 Género Agave
2.2.1 Generalidades

Los agaves presentan un alto contenido de sélidos, alrededor del 33 %. Los fructanos
representan aproximadamente el 70 % de los soélidos solubles. Estos compuestos son
de gran importancia para la obtencién de jarabes y otras sustancias. La composicién
quimica queda distribuida de la siguiente manera: 62 % de humedad, 11 % de
celulosa, 22 % de fructano y 5 % de lignina. Se han encontrados azucares en
cantidades considerables. El 75 % de fructosa, el 20 % de glucosa y el 5 % de insulina
(Gonzalez y Pérez, 2014).

Los agaves representan un grupo de plantas suculentas, originados en Ameérica
tropical y subtropical, incluyendo los paises del Caribe. Las tierras altas de
Mesoameérica parecen ser el nucleo original de los agaves cultivados. (Elorza et al.,
2011).

El género fue establecido por Linneo en 1753. Posteriormente, el general prusiano
Georg Albano von Jacobi describié 78 especies basandose en ejemplares cultivados
en jardines en Europa, muchos de los cuales eran plantas en estados juveniles. Al
final del siglo, George Engelmanny John G. Baker, revisaron varias especies,
anadiendo 31 mas a la lista (Gonzalez y Pérez, 2014).

En 1915 Alwin Berger publicé su trabajo definitivo sobre el género, describié 274
taxones y organizd todo el género taxondmicamente. Trabajé con material vivo,
cultivado en el jardin de La Mortola, en la Riviera Italiana, famoso por su colecciéon de
Agave, y otros géneros relacionados. Berger fue contemporaneo de William Trelease,
del Missouri Botanical Garden, que fue el primer botanico que estudié los agaves en
su habitat nativo. Entre Berger y Trelease describieron 310 especies (Irish y Irish,
2000).

Desde el punto de vista morfolégico, poseen hojas alargadas dispuestas en espiral,
sobre un corto y a menudo invisible tallo, formando una roseta. Esta morfologia es
una adaptacion destinada a captar agua por las hojas, que es transportada a la zona
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radical. Las hojas en general son duras, o al menos rigidas, y muy fibrosas.
Numerosas especies poseen dientes marginales prominentes y, en la mayoria, existe
una espina terminal rigida. EI numero de hojas por roseta varia de 20 a 200,
dependiendo de la especie. La mayoria posee una cuticula dura, una adaptacion para
prevenir la pérdida de agua en zonas desérticas. EI margen foliar puede ser liso,
interrumpido por dientes o con fibras alargadas denominadas filamentos. La espina
terminal puede ser alargada o corta, recta, curvada o cilindrica, con o sin excavaciéon
basal, pero en la mayoria de los casos punzante. La presencia o ausencia de este
caracter, asi como su longitud puede ser utilizado a la hora de diferenciar algunos
taxones. El color varia de verde brillante a gris — azulado intenso (Irish y Irish, 2000).
Las hojas viven durante mucho tiempo, 12-15 afios, a menudo durante el ciclo
completo del individuo.

El tallo en general es pequefio, formando solo unas pocas especies troncos de
tamano significativo. Los rizomas son comunes, con rosetas a lo largo de estos, que
pueden formar colonias de caracter clonal. Las raices son fibrosas, con crecimiento
radial.

Las flores cuentas con seis tépalos, en general de color amarillo o dorado, pero
también blanco y rojo. Los tépalos estan soldados en la zona inferior, en un tubo, y
posee una constriccion sobre el ovario, con numerosos 6vulos. Los estambres son
seis, exertos, con anteras aplanadas. La inflorescencia es una panicula y se forma en
la mayoria de las especies en el apice de la roseta. El fruto es una capsula y
permanece en la planta durante meses. Las semillas son de color negro, aplanadas
y numerosas (Guillot y Der, 2006, Gonzalez y Bolivar, 2014).

2.2.2 Agave brittoniana Trel
2.2.2.1 Distribucién

La poblacion observada y unica conocida se encuentra en la region central de Cuba,
a pocos metros de la carretera que se situa de Cienfuegos a Trinidad y se compone
de unas decenas de individuos. La poblacién local utiliza sus hojas en el lavado de
ropas y puede considerarse como una especie amenazada o, al menos, vulnerable.

2.2.2.2 Descripcion botanica y taxonomia

Es ubicada en el Reino: Plantae, Divisién: Magnoliophyta, Clase: Equisetopsida,
Subclase: Magnoliidae, Superorden: Lilianae Orden: Asparagales Familia:
Aparagaceae, Género: Agave y Especie: A. brittoniana Trel (2018). Dentro del A.
brittoniana existen tres subespecies descritas: subsp brittoniana, subsp brachypus 'y
la subsp sancti-spirituensis (Alvarez, 1996). El género posee las siguientes
caracteristicas.

Son plantas de contorno hemisférico y tienen tallos cortos, norizomatoso. Las hojas
son muy anchas, lanceoladas, abruptamente agudas hacia el apice y poco céncavas.
Son de color verde, a veces algo grisaceos y lustrosos. El mucrén puede ser desde
recto a ligeramente curvo. Las espinas marginales son rectas 0 mayormente curvas.
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Las flores pueden ser amarillas y verdosas en el dorso de los segmentos y el ovario.
Las Semillas pueden ser desde hemicirculares a subtriangulares. No produce
bulbillos.

Florecen de enero a marzo y fructifica hasta mayo. Se cultiva en el macizo de
Guamuhaya y en las alturas de Santa Clara sobre suelos pedregosos, esquistosos,
cuarciticos y serpentinosos, desde 100 a 1000 m, participando en diversas
formaciones vegetales, desde bosques siempre verdes, bosques pluviales
montafiosos, hasta matorrales xeromorfos. La especie es polimorfa, muy abundante
que prolifera y se disemina con fuerza en lugares antropizados de las serranias, al
resistir el fuego y la erosion (Alvarez, 1996).

Estudios anteriores demuestran que la especie presenta en sus hojas yucagenina,
diosgenina, hecogenina y tigogenina (Cuellar y Diaz, 1979). Aleman yRoque (1973)
encontraron que la yucagenina en esta especie constituye el 85 % de las sapogeninas
presentes y que la diosgenina solo esta en forma de trazas.

Agave brittoniana subps. brachypus (Trel.) A. Alvarez

Esta subespecie se distingue de la tipica, por los mucrones de las hojas, comunmente
con espinulas en el canaliculo, inflorescencia algo mas laxa y las flores con menor
talla. Los frutos por lo regular son mas cilindricos. Los pedicelos no eran tan pequefos
como suponia Trelease, caracter que sirvid de inspiracion al nombre de la variedad
Alvarez (1996).

Es oriunda de la region central de Cuba. Crece en la conocida zona protegida
Cubanacan, aledana a la ciudad de Santa Clara. También se puede encontrar en el
Jardin Botanico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas.

2.2.3 Antecedentes de estudios antiinflamatorios del género Agave

Las plantas del género Agave han sido muy estudiadas por sus potencialidades
bioldgicas, dentro de estas se encuentra el poder antiinflamatorio. El extracto
hidrolizado de Agave sisalana Perrine mostro efecto antiinflamatorio en modelo de
edema plantar inducido por carragenina y en granuloma inducido por discos de
algodén en roedores (Dunder et al., 2010). Extractos acetonicos de Agave tequilana
F.A.C. Weber y Agave americana L. mostraron efecto antiinflamatorio en modelo de
edema inducido en oreja de ratones, con mayor efectividad para la especie A.
americana (Monterrosas et al., 2013). El extracto aceténico de la penca de Agave
angustifolia Haw y las fracciones derivadas de este ejercen un efecto antiinflamatorio
usando un modelo de artritis experimental en ratén albino (Garcia, 2017).

2.2.4 Fitoquimica

La fitoquimica es la ciencia que ha permitido la deteccién y posteriormente la
identificacion de los principios activos responsables de alguna propiedad atribuida a
alguna planta. Tal es el caso de la familia Asparagaceae, que se caracteriza por
presentar en su composicion un alto contenido de fibra,constituida por ceras,
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polialcoholes, poliazucares (Ortega y Theilkuhl, 1969). También estudios previos han
detectado la presencia de aminas y/o aminoacidos, grasas, aceites esenciales y
esteroides (Agrawal et al., 1985). Ademas, numerosas especies de agaves contienen
dentro de sus metabolitos secundarios saponinas esteroidales, las que en
dependencia de su estructura pueden presentar multiples acciones farmacoldgicas,
entre las que se encuentran sus propiedades antiinflamatorias (Hernandez et al.,
2005) como es el A. brittoniana.

Las saponinas son glicosidos, en los cuales varias unidades de monosacaridos se
unen mediante enlace glicosidico a un resto denominado aglicon o sapogenina. El
aglicon puede ser de naturaleza triterpénica o esteroidal y en funcion de esto las
saponinas se clasifican en saponinas triterpénicas y saponinas esteroidales.

Las sapogeninas esteroidales poseen el esqueleto base tetraciclico caracteristico de
los esteroides, con la particularidad de que la cadena lateral que se origina a partir de
C-17, puede adoptar varias formas (Guerra, 2005).

Las sapogeninas esteroidales en forma libre aparecen comunmente en diferentes
familias. En el caso de las plantas del género Agave se han aislado y caracterizado
gran cantidad de compuestos de este tipo, entre los que se pueden citar Hecogenina,
Tigogenina, Manogenina, 9-Dehidrohecogenina, Smilagenina, Yamogenina,
Sarsapogenina, Diosgenina, Rockogenina,  Neotigogenina,  Gloriogenina,
Gentrogenina, Sisalagenina, Avogenina, Texogenina, Esmilagenina, Tigonenina y
Clorogenina (Guerra, 2005, Cervantes, 2016).

2.2.41 Identificacion y aislamiento de saponinas y sapogeninas

Las saponinas poseen elevado peso molecular, y su aislamiento en estado puro
ofrece ciertas dificultades. Son solubles en agua, etanol y metanol diluidos y en
caliente. Las sapogeninas son practicamente insolubles en H20, solubles en
solventes poco polares como CCls y éter (Guerra et al., 1999).

El procedimiento que se ha usado para las extracciones es el descrito por Marker et
al. (1943). Primero se desengrasa el material vegetal, que permite eliminar los lipidos
mediante extracciones a partir del material seco con solventes de diferentes
polaridades, tales como metanol, etanol y n-butanol.

La hidrdlisis de las saponinas generalmente se realiza por via quimica utilizando un
acido mineral como catalizador y tendria como finalidad liberar las sapogeninas. Estas
sapogeninas se extraen utilizando solventes de mediana polaridad como acetato de
etilo y cloroformo.

Para el aislamiento y purificacion de estos productos se usan las técnicas
cromatrograficas; dentro de las que se destacan la cromatografia en capa delgada
(CCD); método rapido y sencillo que permite hacer un analisis cualitativo de los
compuestos de interés y la cromatografia en columna, en la que se utilizan
adsorbentes como alumina y silica gel (Fukuhara y Kubo, 1991).
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Existen métodos colorimétricos para determinar la presencia de saponinas en un
extracto. La prueba de Lieberman- Burchard, identifica saponinas esteroidales; y el
de Wholer, que es especifico para saponinas ftriterpenoides. Ademas, es muy
conocido el ensayo de la espuma, en el que se produce una espuma persistente al
ser agitadas las soluciones acuosas (Flores et al., 2013).

2.2.4.2 Yucagenina

Se conoce como 25R-espirost-5-en-2a, 3B-diol (Fig. 1). Su féormula quimica es
C2o7H4204. Ademas de haberse encontrado en Agave briffonina, se ha aislado de otras
plantas. De las hojas del Cestrum taylori Britton & P. Wilson fueron aislados dos
esteroles, que se identificaron a partir de sus datos espectroscopicos, dentro de ellos
la yucagenina (Ferrer et al., 2016). También ha sido encontrada en A. lechuguilla
(Cardenas, 2007) y A. americana (Cervantes, 2016). De los frutos de Solanum
Jjamaicense Mill. fueron aislados e identificados nueve compuestos esteroidales, por
medio de cromatografia de capa delgada y espectroscopia, dentro de estos se
encontrd la yucagenina (Ferrer et al., 2018).

Figura 1. Yucagenina: 25R-espirost-5-en-2a, 33-diol
2.3 Actividad Antiinflamatoria de saponinas y sapogeninas

Saponinas aisladas de diferentes especies de plantas han mostrado actividad
antiinflamatoria. Escina, saponina asilada de Aesculus hippocastanum L. mostré una
significativa actividad antiinflamatoria reduciendo el granuloma en ratas (Sur et al.,
2001). Wei et al. (2004) aislaron seis saponinas dentro de ellas: escina la, escina Ib,
isoescina la, isoescina Ib de semillas de Aesculus chinensis Bunge, planta medicinal
de China y se demostré la actividad antiinflamatoria de estas saponinas que
mostraron mayor actividad que el extracto en ratones (Sirtori, 2001). Pisctoside A fue
asilada de Kalopanax pictus (Thunb.) Nakai y mostré un efecto antiinflamatorio
significativo con una dosis oral de 50 mg/ml mediante la prueba de permeabilidad
vascular (Da et al., 2002). El efecto antiinflamatorio in vivo de una nueva saponina
esteroidal, mannioside A, y derivados de esta, aislados de Dracaena mannii Baker
fueron comprobados en animales de experimentacién (Tapondjou et al., 2008).

La Diosgenina, sapogenina que en diferentes plantas se ha comprobado el efecto
antiinflamatorio. En un estudio en roedores desarrollado por Punitha et al. (2013), en
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el que se utilizé el modelo de edema plantar inducido por carragenina, la disogenina
aislada a partir de Tinospora malabarica (Lam.) Hook. f. & Thomson mostrd un efecto
antinflamatorio significativo.

En el género Agave, estudios previos han comprobado la actividad antiinflamatoria de
las saponinas y sapogeninas. La hecogenina y tigonenina aislada de A. americana,
induce mayor actividad antiinflamatoria que el extracto acuoso e incluso mas que el
antiinflamatorio esteroidal, dexametosona, en el modelo de la carragenina inducida
por edema sub- plantar en ratas (Peana et al.,, 1997). Una sapogenina esteroidal
aislada de A. aftenuata Salm-Dyck mostr6é actividad antiinflamatoria mediante el
ensayo de permeabilidad capilar (da Silva et al., 2002). La cantalasaponin-1, saponina
esteroidal extraida de A. angustifolia, mostré un efecto mayor al 90 % de actividad
antiinflamatoria en el modelo de edema en la oreja en ratones (Monterrosas et al.,
2013).

2.4 Estudios QSAR en el disefio molecular

Los estudios de Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR, por sus siglas
en inglés) constituyen enfoques cuantitativos orientados a encontrar relaciones entre
la estructura molecular y las actividades moleculares medidas o calculadas
(Todeschini y Consonni, 2008). Los estudios QSAR datan desde el 1868 y desde
entonces se han utilizado ampliamente en la modelacion de disimiles propiedades
moleculares de naturaleza fisica, quimica y biolégica (Todeschini y Consonni, 2008).
En estos métodos, se utilizan multiples descriptores moleculares de la estructura
quimica combinados con la aplicacion de técnicas quimiométricas para derivar
modelos.

2.4.1 Metodologia general empleada en los estudios QSAR

Los principios de la metodologia QSAR pueden describirse mediante los siguientes
pasos comunes:1) Formulacion del problema, en este paso se determina el objeto de
analisis y el nivel de informacion requerido, 2) Parametrizacién cuantitativa de la
estructura molecular de los compuestos quimicos organicos/secuencia de
biopolimeros, 3) Medicidn de la propiedad de interés (‘efectos bioldgicos’), 4) Escoger
el tipo de modelo QSAR que se va a desarrollar, 5) Seleccion de los
compuestos(diseno estadistico de la serie), 6) Analisis matematico de los datos y
Validacion interna y externa de los modelos obtenidos, 7) Interpretacién de los
resultados y Aplicacion de los modelos desarrollados al disefio/descubrimiento de un
nuevo compuesto lider, desarrollando procedimientos de tamizaje virtuales. Sin
embargo, el desarrollo de cualquier QSAR es un ciclo interactivo (Castillo, 2008).

2.4.2 Descriptores de la estructura quimica

Los descriptores moleculares (DMs) o indices moleculares (IMs) como también se le
conocen son términos Utiles que caracterizan un aspecto especifico de una molécula
y contienen informacion estructural derivada de la representacion estructural de las
moléculas bajo estudio. La naturaleza de los descriptores, depende de cual haya sido
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el proceder utilizado para la definicion de los mismos, pudiendo tener en cuenta
rasgos topoldgicos (2D), geométricos (3D), y electronicos de las moléculas. Algunos
de estos descriptores, sin embargo, tienen ‘mas informacién’ de propiedades fisico-
quimicas que de los rasgos estructurales de la molécula. Estos incluyen los basados
en la determinacion experimental de propiedades fisico-quimicas, tales como la
mayoria de las constantes de los sustituyentes, hidrofdbicas, electrénicas y estéricas
(Todeschini y Consonni, 2008).

El término utiles tiene aqui un doble significado: o sea que estos nimeros pueden
brindar una vision mas amplia en la interpretacion de las propiedades moleculares y/o
son capaces de tomar parte en un modelo para la prediccion de propiedades
moleculares de interés. En este sentido, si la interpretacion del DM fuera débil,
provisional, o carente completamente de significado, aun el mismo pudiera estar
fuertemente correlacionado con alguna propiedad molecular, lo cual seria de gran
utilidad para la generacion de modelos con alta capacidad predictiva. Por otra parte,
los descriptores con un poder predictivo pobre se pudieran retener en los modelos
cuando estan bien fundados tedricamente y son, por ende, interpretables debido a su
capacidad de codificar la informacién quimica estructural. De acuerdo a la naturaleza
en su definicion y a la complejidad de los rasgos moleculares estructurales que
codifican, los DMs se clasifican de forma general segun las dimensiones que abarcan
en: Descriptores Constitucionales (0D), Unidimensionales (1D), Bidimensionales (2D)
y Tridimensionales (3D) (Todeschini y Consonni, 2008).

2.4.3 Los Métodos Quimiomeétricos en los estudios QSAR

La Quimiometria es una disciplina que recopila herramientas matematicas y
estadisticas para tratar con bases de datos quimicas complejas (Vandeginste et al.,
1998, Brereton, 2004). En esta disciplina, las estrategias de caracterizacion
principales son: los enfoques multivariados al problema en cuestion, la busqueda de
informacion relevante, la validacion de los modelos para derivar objetos matematicos
con altos poderes predictivos, la comparacion de los resultados obtenidos por
diferentes métodos, y, la definicion y uso de criterios capaces de medir la calidad de
la informacion extraida y los modelos obtenidos.

La Quimiometria presta atencion: al poder predictivo de los modelos (el cual se estima
con técnicas de validacion), a la complejidad del mismo, y, a la continua busqueda de
parametros adecuados para evaluar la calidad de dichos modelos; tales como los
analisis de clasificacion y de regresién. La Quimiometria hoy en dia se intercepta no
solo con varios campos de la Matematica y la Estadistica clasica sino también de la
Inteligencia Artificial (I1A).

2.4.3.1 Métodos de clasificacion

Los métodos de clasificacion se utilizan para la asignacion de objetos a una de varias
clases basado en una regla de clasificacion. Son métodos de aprendizaje
supervisado, pues se “aprende” a partir de una serie de casos con variables
predictivas y funcion “objetivo” o variable dependiente también conocida (esta serie
de entrenamiento es el “maestro o supervisor”). Tal es el caso también del clasico
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meétodo de regresion; solo que en los problemas de clasificacion la funcion objetivo o
variable dependiente es discreta (nominal u ordinal); i.e. es una clase. El objetivo de
tales técnicas es calcular una regla de clasificacion (y, posiblemente, limites de
clases, o probabilidades de pertenencia a una clase), basados en los objetos de la
serie de entrenamiento y aplicar esta regla para asignar una de estas clases, a objetos
de clases previamente desconocidas (Hand, 1981, Frank y Friedman, 1989, Hand,
1997). El método ha sido usado para modelar varias respuestas QSAR, como por
ejemplo: compuestos activos/no-activos, compuestos de toxicidad baja/mediana/alta,
compuestos mutagénicos/no-mutagénicos, etc.

Los métodos de clasificacion de origen estadistico mas populares son: Analisis
Discriminante Lineal (ADL); Analisis Discriminante Cuadratico (ADQ); Analisis
Discriminante Regularizado (ADR); k-ésimos Vecinos mas Cercanos (kNN por sus
siglas en inglés); Métodos de Arboles de Clasificacion (CTs por sus siglas en inglés),
también conocidos en la literatura como DT, acronimo de Decision Trees; los
Clasificadores de Funcién Potencial (CFP); los Clasificadores Medios mas Cercanos
(CMmCQC) y los Clasificadores Medios mas Cercanos Ponderados (CMmCP).

Arboles de Clasificacion

Se ha sugerido otro enfoque para el analisis discriminante, este es precisamente el
aprendizaje usando arboles de decision. Es un método de aproximacion de funciones
objetivos de valores discretos, en el cual la funcién aprendida se representa por un
arbol en el cual intervienen las posibles variables predictivas y sus interacciones. Este
procedimiento lo propusieron Breiman, Friedman, Olshen y Stone (1984) en el libro
titulado Classification and Regression Trees. Los arboles obtenidos pueden ser
representados como conjuntos de reglas “si-entonces” (if-then).

Un arbol de decisién es un grafo aciclico donde cada nodo especifica una prueba de
algun rasgo y cada arco que sale del nodo corresponde a alguno de los valores
posibles del rasgo que representa ese nodo. Estos arboles clasifican casos no
conocidos comenzando por la raiz del arbol, probando el rasgo especificado en el
nodo y en dependencia del valor de ese rasgo se mueve al proximo nodo. Este
proceso es repetido entonces hasta alcanzar un nodo hoja o terminal que define la
clasificacion (Mitchell, 1997).

Segun la literatura el algoritmo mas clasico para construir arboles de decision es el
ID3 (Quinlan, 1986) pero este algoritmo no trabajaba para atributos continuos vy el
propio autor sugiere una variante, el C4.5, que usa puntos de corte e introduce varias
medidas para evitar el sobre entrenamiento, en particular los criterios de parada de la
division y de poda del arbol. El criterio basico de parada de la division se basa en
detener el desglose del arbol cuando el numero de objetos asignados al nodo hijo
estan por debajo de determinado umbral. El segundo criterio, poda, simplifica el arbol
eliminando subarboles que conducen a una misma conclusion sobre la clasificacion,
técnica también conocida como reduced error pruning. Hoy en dia existen muchos
otros algoritmos e implementaciones, de construccion de arboles de decision; CHAID
(Chi-square Automatic Interaction Detector), Exhaustive CHAID; y también existen
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muchos otros criterios de parada o poda. Ellos han sido utilizados con bastante
eficiencia en la solucién de problemas bioinformaticos.

2.4.4 Investigaciones realizadas para predecir la actividad antiinflamatoria

Muchos investigadores se han enfocado en el uso de métodos computacionales para
la prediccion de la actividad biolégica. Con este objetivo emplean bases de datos
compuestas por diferentes moléculas a las cuales se les ha determinado la actividad
de interés, ejemplo de esto son los estudios QSAR, a continuacion, se citan algunos
trabajos realizados.

Se estudio la actividad antiinflamatoria de 4-amino-2,6-diarilpirimidina-5-carbonitrilos;
encontrandose dos nuevas moléculas que eran tan activas como otras que se les
conocia su actividad. Luego se sintetizaron en condiciones de laboratorio y ademas
se evaluaron experimentalmente comparandose con las otras y una de ellas mostré
ser un cinco por ciento mas potente (Silva et al., 2008).

Investigadores de la India desarrollaron un estudio 2D-QSAR de derivados de la
pirazolona con actividad antiinflamatoria. Se demostré buena correlacion entre las
variables predictivas y la actividad inhibitoria frente a la ciclooxigenasa. El modelo
evaluado mostré un valor de r?igual a 0.956 y un error estandar 0.004. Se concluy6
que nuevos sustituyentes al nucleo de la molécula pudieran ser Utiles para el
desarrollo de agentes antiinflamatorios mas potentes (Antre et al., 2012).

Se evalué un modelo QSAR usando 21 compuestos con actividad inhibitoria de la
ciclooxigenasa-2, mostrando como resultado un valor de r2 = 0.911 y un error estandar
0.062. Los compuestos sintetizados de naftalimida ditiocarbamato fueron evaluados
en el modelo y experimentalmente encontrandose una buena correlacion entre la
propiedad predicha y la observada. Los compuestos 4c (1,3-dioxo-1H-benzo
[delisoquinolin-2(3H)-il) etilo hexadecil carbamo-dithioate) y 4d (1,3-dioxo-1H-
benzo[de]isoquinolin-2(3H)-il)etil1,4'-bipiperidina-1'-carboditioato)  revelaron  una
potente propiedad antiinflamatoria en comparacion con el farmaco celecoxib
comprobado mediante estudios QSAR Yy bioldgicos (Zahra et al., 2016).
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3. Materiales y Métodos

El efecto antiinflamatorio de yucagenina presente en Agave brittoniana subsp.
brachypus se comprob6 mediante estudios in silico e in vivo. Mediante los estudios in
silico se obtuvo un modelo computacional para identificar compuestos con potencial
accioén antiinflamatoria. EI modelo desarrollado fue empleado en la prediccién de la
actividad antiinflamatoria de las diferentes sapogeninas presentes en Agave, entre las
cuales se encuentra la yucagenina. Paralelamente a este estudio, se trabajé en los
laboratorios de quimica organica para obtener fracciones ricas en esta sapogenina.
Posteriormente el crudo de sapogeninas y una fraccion rica en yucagenina fueron
evaluadas en modelos experimentales in vivo de inflamacién. A continuacion se
abordaran estos temas mas detalladamente.

3.1 Prediccion de la actividad antiinflamatoria de sapogeninas esteroidales
utilizando modelos QSAR

Todos los célculos se realizaron en un PC Core-i5-2500- 3.30 GHz. EI mddulo
CARDD (siglas en inglés de Computed-Aided ‘Rational’ Drug Design), implementado
en el programa TOMOCOMD (Marrero y Romero, 2002) (siglas en inglés de
TOpological Molecular COMputer Design), se usé para el célculo de los DMs. El
analisis estadistico se efectué empleando el paquete de procesamiento STATISTICA
8.1 (Inc, 2001) y el Waikato Environment for Knowledge Analysis (WEKA 3.6)
(H.Witten y Frank, 2005). Los datos se almacenaron y procesaron utilizando el
programa de Microsoft Excel 2007.

3.1.1 Base de Datos empleada en el estudio QSAR

La base de datos empleada esta conformada por 1064 compuestos, obtenida de Mota
et al. (2015). De los cuales 602 son compuestos con acciéon antiinflamatoria
(lograndose una adecuada representatividad de diferentes nucleos estructurales y
mecanismos de accion antiinflamatorios) y 462 tenian otras actividades
farmacologicas. Esos compuestos se dividieron en serie de entrenamiento (SE) con
794 compuestos y serie de prediccidon (SP) con 265 compuestos haciendo uso de
Andlisis de Cluster. Se cribaron una serie de 18 estructuras entre saponinas y
sapogeninas con el objetivo de predecir su actividad.

3.1.2 Programas empleados
3.1.2.1 TOMOCOMD

Se empled el programa interactivo para el disefio molecular e investigaciones quimio-
bioinformaticas denominado TOMOCOMD que fue desarrollado en la Universidad
Centra "Marta Abreu" de Las Villas.
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En este paquete computacional se implementd el calculo de varias familias de
descriptores moleculares, basados en representaciones vectoriales y matriciales de
la estructura molecular. El programa esta compuesto por cuatro sub-programas, cada
uno de ellos con un moédulo de visualizacién y otro de calculo. Se usoé el subprograma
CARDD. Este ‘software’ fue desarrollado basado en una interface amigable con el
usuario, el cual no tiene que dominar a priori ningun conocimiento de programacion
computacional. Especificamente, en este trabajo se utilizaron los indices lineales
totales y locales de la matriz de adyacencia entre vértices del seudografo usado para
la representacion de la estructura quimica de las moléculas. Se emplearon los indices
lineales basados en relaciones de atomos.

Con el objetivo de diferenciar los vértices (atomos) de los grafos moleculares, cinco
sistemas de propiedades atdmicas (etiquetas) fueron considerados como
componentes vectoriales en el calculo de los DMs. Con tal propdsito se usaron valores
de masa atoémica (M), polarizabilidad atomica (P), volumen de van der Waals (V) y
electronegatividad en la escala de Mulliken (P) y en la escala de Pauling (G). El
conjunto de indices totales y locales computados para esta familia de descriptores
moleculares es una caracterizacion unica de cada compuesto y se utilizaron como
variables independientes en la parametrizacion de la estructura quimica para el
desarrollo de los modelos QSAR (Brito, 2011).

3.1.2.2 STATISTICA

El STATISTICA es un software de analisis comprensivo de datos integrados que
contiene graficos, direccion de la base de datos y posee un sistema de desarrollo de
aplicacion personalizada que ofrece una amplia seleccion de elementos esenciales
para el analisis estadistico y procedimientos analiticos avanzados. Ademas,
proporciona el acceso a un arsenal poderoso de tecnologias las cuales, no se
necesitan conocer, debido a que el programa esta disefiado para trabajar automatica
e intuitivamente (StatSoft, 2001). Este software fue usado para la division de la data
en SE y SP, a partir de un analisis de conglomerados de k-medias.

3.1.2.3 WEKA

El WEKA es una plataforma disefiada para el aprendizaje automatico y la mineria de
datos programado en Java y desarrollado en la Universidad de Waikato (Azuaje,
2006). El paquete contiene una coleccién de herramientas de visualizacion vy
algoritmos para analisis de datos y modelado predictivo, unidos a una interfaz grafica
donde el usuario puede acceder facilmente a sus funcionalidades. Se ha convertido
en un software de eleccidn pues esta disponible libremente bajo la licencia publica
general, al estar implementado en Java puede correr en muchas plataformas.
Ademas, contiene una extensa coleccion de técnicas para pre-procesamiento de
datos y modelado; es facil de utilizar por un principiante gracias a su interfaz grafica
de usuario (Reutemann et al., 2004). Este software fue usado para el desarrollo de
los arboles de clasificacion.
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3.1.3 Analisis quimiométrico

Analisis de conglomerados (analisis de cluster o AC)

En el desarrollo del trabajo se empled otra técnica estadistica conocida como: analisis
de conglomerados. El analisis de conglomerados (en inglés cluster) permitié agrupar
los casos o variables de un archivo de datos en funcion del parecido o similaridad
existente entre ellos. Como técnica de agrupacion de casos permitié detectar el
numero Optimo de grupos y su composicién Unicamente a partir de la similaridad;
ademas no asume ninguna distribucion especifica para las variables.

Esta técnica es similar al analisis discriminante. Sin embargo, el analisis discriminante
efectua la clasificacion tomando como referencia un criterio o variable dependiente
(los grupos de clasificacién). El método utilizado fue el conocido como k-medias, que
agrupod casos segun su cercania al centroide (centro multivariado del conglomerado)
del conglomerado mas cercano; asi continuo la lectura secuencial del archivo de
datos asignando cada caso al centroide mas cercano y actualizando el valor de los
centroides a medida que se incorporan nuevos casos. El proceso termind cuando
todos los casos fueron asignados a uno de los k-ésimos conglomerados (Peréz,
2008).

3.1.4 Arbol de Clasificacion J48

En este estudio se empled el arbol de clasificacion J48 implementado en el WEKA, el
cual constituye un algoritmo, cuyo pardmetro mas importante es el factor de confianza
(c) que controla el tamano del arbol de decisién construido (en este caso fue 0.10).
Se variaron parametros tales como: el numero de hojas y nodos, este parametro no
es posible controlarlo directamente, pero cuanto mas pequefo es, mas simple tiende
a ser el clasificador. También se varié el niumero de casos por hoja para evitar el
sobreajuste, en este caso se limitd a un minimo de cuatro casos por hoja.

3.2 Actividad antiinflamatoria de fraccién rica en yucagenina en modelo agudo
in vivo
3.2.1 Obtencion de fracciones ricas en yucagenina

En el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, se separd, a partir de un crudo de
sapogeninas de A. brittoniana, una fraccion rica en yucagenina. Posteriormente se
realizaron estudios experimentales farmacolégicos en la Unidad de Toxicologia
Experimental (UTEX), de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, con el
objetivo de comprobar el efecto antiinflamatorio de esta fraccion. Los trabajos
extractivos y experimentales se desarrollaron en el periodo comprendido entre enero
del 2017 y abril del 2018.

Equipos e instrumentos de medicion
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- Balanza técnica digital (Sartorius, Alemania Modelo: BS2202S.)

- Estufa (Binder, EEUU Modelo: EB0386903)

- Molino de cuchillas (IKA® -MF 10 basic, Alemania)

- Rotoevaporador (IKA® Modelo: RV10BS1)

- Horno Mufla (B-170, Alemania)

- Destilador de agua automatico (PN 1430 Selecta, Espafia)

- Patrén de Diosgenina cortesia del Grupo de Productos Naturales de la UH/Cuba

Reactivos empleados

Todos los disolventes (n-butanol 98.9%. n-hexano 99% y acetato de etilo 99%, etanol
70%) y reactivos (H2SO4 50%, HCI) son de las firmas MERCK y Panreac. En la
cromatografia de columna se us6é como fase estacionaria Silicagel (SiO2) con
granulometria de 70-230 mesh y para la CCD, placas cromatograficas (soporte de
vidrio) Silicagel 60F254 (fase normal).

Recoleccién, identificacion y seleccion del material vegetal

Las hojas de A. brittoniana fueron recolectadas en horas de la manana en areas de
la zona protegida Cubanacan, aledana a la ciudad de Santa Clara, en los meses
comprendidos entre enero y febrero del 2017 y 2018. El material recolectado fue
trasladado en bolsas de naylon al Laboratorio de Quimica Organica del departamento
de Licenciatura en Quimica de la Facultad de Quimica-Farmacia, Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), y lavado con abundante agua potable. Previo al
procesamiento del material, se realiz6 la comprobacion botanica de la especie por el
Dr.C. Idelfonso Castaneda Noa, especialista del Centro de Estudios del Jardin
Botanico de la UCLV (Anexo 1). Ejemplares de la planta se compararon con muestras
identificadas en el herbario localizado en la citada institucion, bajo el niumero de serie
HPVC # 5445. Se seleccionaron hojas sanas, sin dafo mecanico, quimico o
microbioldgico visible.

Secado del material vegetal

Se le retird la cuticula externa a las hojas y posteriormente se cortaron finamente para
facilitar el proceso de secado en estufa a 40 °C segun estudios previos (Vizcaino,
2017).

Obtencion del extracto hidroalcohdlico

Se utilizé el procedimiento establecido por Vizcaino (2017) que garantiza que los
parametros de calidad estén dentro de los rangos establecidos por la Norma Ramal
de Salud Publica # 312: Extractos, fluidos y tinturas

Una vez que el material vegetal se sec6 y molind, se procedié a la maceracion del
polvo fino, con 5 L de etanol al 70 %, protegido de la luz. Luego se decanto el liquido
sobrenadante y se filtré adecuadamente, este proceso se realizé cuatro veces.
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El extracto hidroalcohdlico obtenido, se rotoevaporé en el Rotoevaporador, a 40 °C y
presion de vapor, hasta obtener una mezcla pastosa que contenia el crudo de
metabolitos. La mezcla se coloco en la estufa a 40 °C hasta su secado total.

Obtencion del crudo de saponinas (fracciéon n-butandlica)

La obtencién del crudo de saponinas se realizé segun procedimiento establecido por
Guerra (2005) y modificado por Fundora (2016). Se resuspendié en 500mL de agua
destilada el extracto hidroalcohdlico. Se colocd en un embudo separador afiadiendo
el mismo volumen de n-butanol saturado, realizando 3 extracciones con un tiempo de
duracion de 24 h entre ellas. Se comprobé la presencia de saponinas a través de la
prueba de la espuma. Finalmente, la fase organica se rotoevapor6 hasta sequedad
total. El calculo de los rendimientos en cada fase extractiva se expresé como
porcentaje, teniendo en cuenta la masa extraida a partir de la total en el paso previo.

Obtencion del crudo de sapogeninas por hidrélisis acida

La muestra seca del extracto n-butandlico, se disolvié en etanol al 70% y 120mL de
HCI 2mol/L (relacion 1:1) y se calenté hasta la ebullicion durante 3 h controlando la
temperatura para evitar descomposicion de la muestra.

La muestra obtenida se purifico realizando extracciones con acetato de etilo hasta
que todas las sapogeninas pasaron a la fase organica usando un embudo separador.
La comprobacion de la hidrdlisis se realizé en CCD utilizando como fase movil acetato
de etilo/n-hexano 1:1 y posteriormente como agente revelador se empleé H.SO4 50
%. Finalmente el crudo de sapogeninas se concentrd con el empleo del
rotoevaporador.

Fraccionamiento del crudo de sapogeninas y obtencién de fraccién rica en
yucagenina

Para la realizacion del fraccionamiento se escogio la columna de fase normal (silicagel
de marca Sephadex). La columna cromatografica se prepard por via humeda,
anadiendo cuidadosamente en la columna de vidrio la silica-gel suspendida en el
disolvente de elucién (n-hexano/ acetato de etilo en la proporcion 1:1, 1:2), cuidando
la uniformidad del lecho para que no se formaran burbujas. Luego se adicionaron a la
columna 2 g de la muestra en seco. Las fracciones fueron recolectadas en frascos,
se regulé el tiempo de goteo de la columna para lograr el mismo volumen en cada
fraccion.

La comprobacion de la separacion en la columna se realizé por CCD fase normal
utilizando como fase maévil una mezcla de n-hexano/acetato de etilo en relacion 1:1y
el revelador que se utilizé fue H.SO4 50 %.

3.2.2 Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vivo

Reactivos y Materiales
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- Indometacina, QUIMEFA, Cuba

- Carragenina, UNI-CHEM®.

- Solucién Salina Fisiologica (SSF) 0.9 %, QUIMEFA, Cuba
- Carboximetilcelulosa UNI-CHEM®.

- Canulas esofagicas

- Cristaleria variada

- Cinta métrica

Se utilizaron ratas Sprague Dawley, machos, de peso corporal 170 + 10 g
provenientes del Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), sometidas a condiciones de alimentacién convencional, agua ad
libimtum, asi como ciclo de luz/oscuridad de 12/12, temperatura ambiente de 20 + 2°C
y humedad controlada de 50 % a 70 % . Los animales y el alimento fueron recibidos
con los respectivos certificados de calidad (Anexos 2 y 3).

El estudio se ejecutd segun el método descrito en CYTED (Farmacéutica., 1995). Se
formaron cinco grupos experimentales de seis animales cada uno. Se aplicaron dosis
de 50 mg/kg del crudo de sapogeninas y dosis iguales de 20 mg/kg de fraccién rica
en yucagenina y diosgenina. El vehiculo utilizado fue carboximetilcelulosa por la poca
solubilidad en agua de las sapogeninas y la inocuidad que tiene esta sustancia en
estudios farmacolégicos (Fritz y Becker, 1981). El grupo control recibié agua destilada
y el control positivo indometacina (7mg/kg) como agente antiinflamatorio. En todos los
casos las sustancias fueron administradas por via oral, empleando canula
intragastrica, con 12 a 18 h de ayuno. Una hora después de la administracion oral en
los diferentes grupos, se suministré 0,1 mL de una solucién de carragenina (1%) en
solucion salina fisiolégica en la aponeurosis plantar derecha posterior de la rata
(Anexo 4).

El grosor de la pata inyectada se midié con ayuda de una cinta métrica antes y
después de la inyeccion con carragenina (Anexo 5). Estas medidas se corresponden
con los valores de inflamacién reportados para este estudio.

El porcentaje de inflamacion y de inhibicion de la reaccion inflamatoria de la y-
carragenina se calcul6 en la fase aguda a las 1, 2, 3, 4 y 5 h tras la inyeccion de la
misma utilizando las siguientes féormulas:

% inflamacion FA = Xp-xa; *100

Xal

Donde:
%ilnf FA = Porcentaje de inflamacion en la fase aguda
Xa= Grosor de la pata en cm antes de la induccion
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Xpi= Grosor pata en cm después de induccion

%inhibicion FA = Xcontro-Xprobiema *100
Xoroblema
Donde:
%inhibicién FA = Porcentaje de inhibicion en la fase aguda
Xeontro= Valor medio del porcentaje de inflamacion en el grupo control
Xoroblema= Valor medio del porcentaje de inflamacion en el grupo problema

Se consideré la siguiente escala para clasificar el grado de actividad antiinflamatoria
en: baja (15- 30 %), moderada (31-45 %), buena (46-60 %) y elevada (61 % o0 mas)
(Gonzales et al., 2007).

Analisis estadistico

Los datos se procesaron por el paquete estadistico Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) para Windows Version 22.0. Se determiné la media y desviacion
standard de los parametros evaluados para cada grupo experimental. Previo al
analisis de las diferencias entre los parametros obtenidos en cada grupo
experimental, se realizé el test de Shapiro-Wilk para comprobar el tipo de distribucién
de las muestras con un intervalo de confianza del 95 %. Se utilizaron las pruebas no
paramétricos de Kruskal Wallis y Mann Whitney para comprobar las diferencias entre
los grupos (p<0,05). La evolucion de la inflamacion en cada grupo se evalud utilizando
el test de Wilcoxon (p<0,05).

Aspectos éticos y de bioseguridad

Todos los experimentos fueron ejecutados cumpliendo los requisitos descritos en el
Manual de Bioseguridad del UTEX, que implican la correcta manipulacién de las
muestras y desechos bioldgicos, el uso de los implementos de seguridad para el
investigador, asi como la ejecucién de las pruebas en lugares idoneos, que
garantizaron no solo la calidad de la investigacion, sino también la proteccién del
personal y del medio ambiente. Se observé el cumplimiento de los principios éticos
en la experimentacion animal, referente a mantener el bienestar de los animales
durante el ensayo y se aplicaron los métodos aceptados para la ejecucién de las
técnicas que impliquen abordaje invasivo del animal. Cuando concluyo el estudio se
procedio al sacrificio por métodos aceptados, que no causaron dolor ni sufrimiento al
animal. (Sobredosis de anestésico, seguido de dislocacion cervical).
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4. Resultados y Discusion

4.1 Prediccion de la actividad antiinflamatoria de sapogeninas esteroidales utilizando modelos QSAR

Para obtener el arbol de clasificacién se empled la serie de entrenamiento; que permitié ‘ensefiar al modelo a reconocer
los casos. Con el objetivo de desarrollar el modelo, se exploraron varias opciones variando los parametros siguientes:
factor de confianza utilizado para la poda y numero minimo de instancias por hoja. EI mejor modelo encontrado tuvo un
factor de confianza para la poda de 0.10 y el numero de instancias por hoja fue de cuatro; se emplearon siete variables
para el desarrollo del arbol. El arbol final se muestra en la Fig. 3. Luego se evalu6 el desempeio del modelo en la serie de
prediccion (estos compuestos son nuevos para el modelo) y en dependencia de como se clasifiquen se puede saber si el
modelo tiene un adecuado poder predictivo. Durante el desarrollo del modelo, 60 compuestos fueron identificados como
‘outliers’ que se refiere a aquellos compuestos con comportamiento atipico segun Lipnick (1991). El porcentaje
comunmente aceptado de ‘outliers’ es de menos de un 10%, en este trabajo el mismo fue de 5,6%, quedando este por
debajo del limite establecido por Estrada et al. (2000) y Pérez et al. (2004).

El parametro de exactitud se refiere a la cantidad de compuestos que son clasificados correctamente siendo de un 86.97
% en la SE y 85.26 % en la SP; alcanzando valores de sensibilidad de 90.70% y 90.80% respectivamente. Este indicador
representa el numero de compuestos activos que son reconocidos por el modelo como activos, es decir que
aproximadamente de cada 10 compuestos activos clasifica nueve correctamente. La especificidad esta relacionada con
los compuestos clasificados como activos y que son realmente activos, con valores de 86.90 % y de 85 % respectivamente.
La diferencia entre los valores de cada serie es pequena, considerandose como un buen modelo segun las publicaciones
especializadas del tema (Marrero et al., 2006, Castillo et al., 2015, Castillo et al., 2017, Barigye et al., 2018). La razén de
falsos positivos hace referencia a la probabilidad de seleccionar un compuesto negativo (no antiinflamatorio) como positivo
(antiinflamatorio), o sea un falso activo, en la serie de entrenamiento fue de 17.91% mientras que en la serie de prediccién
fue de 25%, valores que son aceptados segun Morales et al. (2005) y Brito et al. (2013). No obstante, es deseable que el
numero de los compuestos falsos activos sea lo mas pequeno posible segun Estrada et al. (2000).
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Se debe tener en cuenta que los compuestos empleados como inactivos, en este
estudio, en realidad solo son compuestos a los que no se les conoce actividad como
antiinflamatorios. Es decir, que algunos de los compuestos inactivos ‘erréneamente’
predichos como activos pueden ser compuestos que tengan la accién antiinflamatoria
pero que aun no se han identificado como tales. A su vez, el CCM (Coeficiente de
correlacion de Matthew) que presenta valores de 0.70 y 0.73 para SE y SP
respectivamente, cuantifica la fuerza de la relacién lineal entre los descriptores
moleculares y las clasificaciones, y puede proporcionar a menudo una evaluacion
mucho mas equilibrada de la prediccion que, por ejemplo, los porcentajes globales de
clasificacién correcta. En la tabla | se muestran los parametros estadisticos del
desempeno del arbol para las series de entrenamiento, prediccion y la validaciéon
cruzada (VC).

La validacién del modelo mostrd parametros estadisticos similares a los de la serie
de entrenamiento; la exactitud fue de 80.51% solamente un seis por ciento menor que
la de la serie de entrenamiento. Ademas, los parametros de sensibilidad y
especificidad mostraron valores con una diferencia similar. Si se tiene en cuenta que
la validacion empleada (10-fold-cross validation) realiza perturbaciones menor al 10%
al compararlo con la serie de entrenamiento se puede decir entonces que el modelo
es estable y robusto segun Brito et al. (2013) y Castillo et al. (2017).

El modelo se empled en el cribado virtual de las sapogeninas esteroidales que estan
presentes en Agave. Como resultado del mismo la yucagenina y la clorogenina,
fueron identificadas como potenciales agentes antiinflamatorios y por tanto se
recomiendan para realizar los estudios experimentales que corroboren estas
predicciones. La diosgenina segun este modelo dio como no antiinflamatoria, sin
embargo, esta sapogenina ha sido comprobada en otras plantas su efecto
antiiflamatorio. Este resultado puede corresponderse a que el modelo tiene 15% de
error en el parametro de exactitud. Ademas, para estos estudios se crean varios
modelos matematicos para tener una informacién mas completa de los resultados,
pero debido al tiempo en que se realiz esta investigacién y las areas de estudios que
abarcé no se pudieron obtener otros modelos. Los resultados del cribado se muestran
en la Fig. 4. La clorogenina no sera evaluada durante este estudio porque se
encuentra en concentraciones bajas en la especie (Guerra, 2005).

4.2 Actividad antiinflamatoria de fraccién rica en yucagenina en modelo agudo
in vivo

Después de predecir la actividad antiinflamatoria de estas moléculas usando los

métodos in silico, es de interés corroborar estos resultados en estudios in vivo para

comprobar tanto las potencialidades de esta molécula como la veracidad del modelo
creado.
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4.2.1 Obtencion de fracciones ricas en yucagenina

En el proceso extractivo se comenzd con 249,63 g del extracto hidroalcohdlico
obtenidos a partir de 1kg de droga seca y molinada. La tabla Il muestra las cantidades
relativas obtenidas durante la marcha fitoquimica.

El rendimiento obtenido hasta la fraccion n-butandlica, fue superior en un 11.9 % a
otros trabajos previos efectuados con la especie Fundora (2016), lo cual pudiera
corresponderse al mayor tiempo de maceracion y la cantidad de extracciones
efectuadas en la obtencion del extracto hidroalcohdlico (cuatro) y el butandlico (tres).
El rendimiento alcanzado en esta investigacion constituye un referente en la obtencion
de las sapogeninas concentradas y sus fracciones.

Fraccionamiento del crudo de sapogeninas

Se obtuvieron 84 fracciones, en la mayoria de ellas ocurrié la precipitacién de un
sélido amorfo de color blanco, que segun estudios previos realizados por Guerra
(2005) se puede identificar como sapogeninas esteroidales. Las fracciones fueron
monitoreadas tanto por el método visual como por CCD para agruparlas segun su
color y similitud cromatografica.

La fig. 5 muestra tres placas cromatograficas corridas cada cinco fracciones. El
resultado se muestra a partir de la fracciéon 31 quedando, descartado el volumen
muerto de la columna. Las placas realizadas mostraron la presencia de un compuesto
de coloracion violeta intenso al ser revelado con acido sulfurico al 50%, de Rf igual a
0,62 que coincide con el Rf de la yucagenina, nucleo base de la sapogenina mas
abundante en la planta, resultado que coincide con otros investigadores (Aleman y
Roque, 1973, Guerra et al., 1999) Ademas se observaron dos manchas menos
intensas en las primeras fracciones (31-55), una de ellas corresponde a la clorogenina
con un Rf =0,48 y la otra a la diosgenina de Rf=0,81. El patrén de diosgenina utilizado
confirmd la presencia de esta sapogenina, el resto fue identificado por los Rf que
coinciden con Guerra et al. (1999).

La tabla lll muestra las fracciones obtenidas después que se unieron, segun los
resultados cromatograficos. Finalmente quedaron ftres fracciones, ricas en
yucagenina, donde en la tercera fraccion (50 mg), solo se identificé la yucagenina,
segun las condiciones cromatograficas empleadas.

El cromatograma de la Fig. 6 muestra la comparacion entre las fracciones que se
unieron y el patréon de diosgenina. Los resultados obtenidos confirman que la ultima
fraccion 56-84 (masa de 50 mg tiene un rendimiento de 2.5 % usando 2g del crudo
sapogeninas) es la de mayor presencia de yucagenina con respecto a otras
sapogeninas presentes en la especie. Esto explica que sea esta fraccion la
seleccionada para los estudios in vivo.
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4.2.2 Determinacion de la actividad antiiflamatoria in vivo

Los valores medios del grosor de la pata derecha de los animales de cada grupo
experimental, correspondientes al modelo agudo de inflamacién inducido por
carragenina, se muestran en la tabla IV.

Los datos reflejan la reproduccion del modelo experimental, donde se observan
valores significativamente superiores en el grupo control negativo a las 4 y 5 h post
administracion de carragenina en comparaciéon con el grupo control positivo tratado
con indometacina (test no paramatrico de Mann Whitney p=0,009).

El porcentaje de inflamacion refleja el grado de inflamacion con mayor precision que
los valores de medicion directa. La tabla V refleja este parametro para cada grupo
experimental.

El analisis estadistico del porcentaje de inflamacion mostré diferencias significativas
a partir de la primera hora post administracion del inductor inflamatorio y hasta el final
del estudio (Kruskal Wallis p<0,05). Para comparar el efecto de los productos en
estudio con respecto al grupo sin tratamiento se utilizo el test de Mann Whitney. Los
valores obtenidos para la FRY y la diosgenina fueron menores al grupo control -
durante todo el estudio. El grupo tratado con crudo de sapogeninas alcanzo valores
inferiores al control a partir de la segunda hora. A los animales que se les administro
indometacina, tienen valores de inflamacion que estan por debajo de los observados
en el control negativo, esto coincide con estudios previos desarrollados por otros
autores que emplearon este antiinflamatorio como control positivo Vicet (2009) y Yu
et al. (2011).

El grupo de la FRY tuvo su porcentaje de infamacion durante todo el estudio con
valores muy bajos al compararlos con el control negativo, aunque a las 5 h cuando
finaliza el estudio se observan valores superiores, al compararlo con la primera hora
(Test de Wilcoxon, p=0,043), resultan muy inferiores al grupo sin tratamiento e incluso
al grupo de la indometacina. Resultados similares se aprecia en el grupo de la
diosgenina, aunque en este grupo el ascenso en los valores del porcentaje de
inflamacién comenzé a las 4 h y continu6 a las 5 h (Test de Wilcoxon, p=0,027 y
p=0,028 respectivamente). En el grupo que se le administro el crudo de sapogeninas
no se observan cambios significativos durante el curso del estudio. La indometacina
tuvo un incremento significativo de la inflamacion a las 3 h con respecto a los valores
basales del grupo (Test de Wilcoxon, p=0,039), aunque este incremento fue
significativamente inferior a los presentados en el grupo control — (tabla V).

En la tabla VI se exponen los porcentajes de inhibicion obtenidos. Como se aprecia
los mayores valores (entre 78 y 95 %) son observados en el grupo que recibioé la FRY.
Los grupos tratados tanto con el crudo de sapogeninas como con la diosgenina
también presentaron valores mayores al control indometacina.

El analisis de los datos de porcentaje de inhibicion indica que la FRY y la diosgenina
desde la primera hora de medicion presentan efecto antiinflamatorio en sus
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respectivos grupos. El crudo de sapogeninas también tuvo efecto antiinflamatorio e
incluso mayor que el de la indometacina. El control positivo tiene mayor efecto
antiinflamatorio a partir de las 4 h post carragenina.

Los resultados analizados en este estudio permiten clasificar, segun Gonzales et al.
(2007) como elevada la actividad antiinflamatoria de la FRY (% de Inhibicion > 61). La
diosgenina, utilizada aunque presentd efecto antiinflamatorio y este es superior a la
indometacina, no fue mas potente que el de la FRY y su actividad se clasifica como
elevada a las 2 h post induccion, el resto del estudio fue buena. El efecto
antiinflamatorio de la diosgenina, aislada de Tinospora malabarica Miers, fue
comprobada por Punitha et al. (2013) en modelo de induccion de edema por
carragenina en ratas. El grupo al que se le adminsitré diosgenina a 100mg/kg,
pasadas las 3h, tuvo un porcentaje de inhibicion de la inflamacion de 82.01, valor
mayor que el obtenido en este estudio. Esta diferencia pudiera estar relacionada con
la menor dosis de diosgenina (20 mg/kg) probada en el presente estudio, que
representa la quinta parte de la dosis administrada por Punitha et al.

En tanto el crudo de sapogeninas también presenta una elevada actividad
antiinflamatoria entre las 2 y 4 h, aunque en la primera y ultima hora se clasifica su
actividad como buena (46 < % de Inhibicion < 60). La indometacina presenta su
maxima actividad a las 4 h, inhibiendo la ciclooxigenasa e impidiendo la sintesis de
prostaglandinas (Serhan y Godson, 2011), clasificandose su actividad en este tiempo,
como buena. El efecto de la indometacina como control positivo en este modelo de
inflamacién fue comprobado por Romay et al. (1998).

La respuesta inflamatoria inducida por carragenina, mucopolisacarido sulfatado
extraido del alga Chondrus crispus, se caracteriza por varias fases (Rosa, 1972). Una
muy precoz relacionada con el trauma de la inyeccion. Seguidamente aparece una
respuesta bifasica. La primera fase se corresponde con la primera hora y se
caracteriza por la liberacion de aminas vasoactivas como la histamina y la serotonina.
Aproximadamente a las 2 h se liberan citoquinas. Seguidamente aparece la llamada
fase tardia que se extiende hasta las 6 h y se caracteriza por la liberacion de
prostaglandinas como mediadores principales (Sugishita et al., 1981, Burch y De,
1990, Dejidmaa et al., 2018). Estos aspectos permiten evaluar los posibles
mecanismos de accion de un agente antiinflamatorio en estudio. Aunque otros
modelos experimentales serian necesarios para corroborar la hipotesis.

Los compuestos de interés son agliconas de saponinas esteroidales. Los principales
mecanismos de accién propuestos para este tipo de metabolitos incluyen la actividad
corticomimética directa e indirecta como los ginsenosidos y saikosaponinas, la
inhibicién de la degradacion de glucocorticoides como la glycyrhizina, y la inhibicion
de la formacion enzimatica y liberacion de mediadores de la inflamacion, entre los que
también se encuentran algunos ginsenosidos y saikosaponinas (Mohammed et al.,
2014).
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La potente accién antiinflamatoria observada in vivo con FRY desde la primera hora
de induccion del edema con la y carragenina, permite suponer que esta sustancia
pudiera inhibir la via de senalizacion para la sintesis de mediadores de la inflamacién
como la histamina y serotonina o contrarreste el incremento de la permeabilidad
vascular. Estudios previos han demostrado que saponinas estoroidales aisladas de
Agave attenuata Salm-Dyck y Agave shrevei Gentry han inhibido el incremento de la
permeabilidad capilar (Pereira y Paz, 2005, da Silva y Parente, 2007). Lande et al.
(2015) aislaron una saponina de Chlorophytum borivilianum Santapau & R.R. Fern.
que tuvo efecto antiinflamatorio, reduciendo el edema plantar en roedores inducido
por carragenina, inhibiendo mediadores como histamina y prostanglandinas. Ademas,
la diosgenina evaluada como antiinflamatoria se ha demostrado que inhibe factores
de transcripcibn como lipoporisacarido/interferon y (IFN-y) y AP-1 (factor de
transcripcion), y también bloquea la activacién de la citoquina-2 y la fosforilaciéon de
JNK (quinasa c-Jun NH2 -terminal) (Hye et al., 2010).

La actividad antiinflamatoria también es notable en la segunda fase, lo cual apoya el
criterio que este tipo de metabolito inhibe la sintesis del acido araquidonico (AA). Esta
via responde a su accion corticomimética. Al igual que los glucocorticoides, las
sapogeninas pudieran producir un bloqueo en la sintesis de citoquinas (IL-1, IL-6 y
TNF-a) y eicosonaides inflamatorios (Schleimer et al., 1990). Saponinas asiladas de
las raices de Platycodon grandiflorum redujeron los niveles de TNF-a vy
prostaglandinas E, (PGE2) en un modelo agudo de induccion de inflamacién por
carragenina (Young et al., 2006). El extracto metandlico de Trigonella foenum-
graecum L inhibié la produccion de phorbol-12-myristate-13-acetate- que induce
citoquinas inflamatorias como TNF-a y se identificaron saponinas esteroidales que
suprimieron fuertemente la produccién de citoquinas, en células THP-1 (Kawabata et
al., 2001).

Otros metabolitos secundarios como los flavonoides, presentes en otras especies,
también intervienen en procesos inflamatorios. Estudios afirman que estos
compuestos tienen un comportamiento dual al inhibir la formacién de prostaglandina
E2 (PGE2) y leucotrieno B 4 (LTB 4 ), afectan el metabolismo del acido araquidonico
e inhiben la sintesis de interleuquina 1 (IL-1) y como consecuencia la interleuquina 6
(IL-6), lo cual a su vez afecta la sintesis de la proteina C reactiva (PCR)

Con lo expuesto anteriormente, se puede plantear como hipétesis que esta
sapogenina que se encuentra en mas de un 80 % en A. brittoniana (Aleman y Roque,
1973) pudiera tener un mecanismo de accién que actue a nivel primario en la
senalizacién de la inflamacion, puede prevenir tanto la liberacién de los primeros
mensajeros como de la cascada del AA.

Estos resultados corrobora lo predicho por el modelo in silico. La yucagenina,
identificada como una de las sapogeninas con efecto antiinflamatorio se encuentra en
concentraciones relativamente altas en los dos productos de la especie (FRY vy las
sapogeninas), sin embargo la diosgenina se encuentra solo en trazas en A. brittoniana
(Aleman y Roque, 1973); por tanto la mayor contribucion al efecto antiinflamatorio que
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se ha publicado de esta especie comparado con otros estudios como Fundora (2016)
y (Martin, 2016), pudiera ser el de la yucagenina.

10






Conclusiones

1. Mediante los métodos in silico se predijo la actividad antiinflamatoria de la yucagenina
y clorogenina.

2. La fraccién rica en yucagenina presentd actividad antiinflamatoria elevada, valor
superior al de la indometacina en modelo agudo de inflamacién inducido por
carragenina.
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Recomendaciones

1. Evaluar experimentalmente la actividad antinflamatoria de la clorogenina para
corroborar las predicciones del modelo.

2. Evaluar actividad antiinflamatoria de ambas sapogeninas en modelos crénicos de
inflamacion.
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