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1. RESUMEN

El objetivo del trabajo consistié en la extraccion y establecimiento de dosis de
saponinas extraidas de Agave lechuguilla, para establecer una dosis letal media (DLsp),
en el cual se evallo la mortalidad en las aves Gallus domesticus linea Ross de 21 dias
de edad. Para esto, se evaluaron tres diferentes dosis de 125 mg/l (baja), 470 mg/I
(media) y 639 mg/l (alta). Obteniendo una DLsg base logaritmo de 2.652 equivalente a
448.859 mg/kg de peso corporal de los animales en estudio. Los érganos en los que se
presentd dafio en necropsia fueron higado, corazén y rifiones. Afectdndose también piel

y musculo, siendo la principal causa aparente la extravasacion de sangre.
Palabras clave: Saponinas, Agave lechuguilla, DLsg, aves.
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2. INTRODUCCION

Las saponinas son glucésidos que se encuentran distribuidos ampliamente en las
plantas de forma natural como parte del su metabolismo que estan formadas por una
aglicona de origen terpénico, esteroidal o esteroidal alcaloide.Se pueden utilizar como
agentes activos en compuestos insecticidas. Las saponinas derivadas de las plantas de
Yuca se utilizan para suprimir el colesterol de los productos alimenticios y como
tratamiento biocida y agente antiaglutinante/emulsionante para desechos de refino y

otros sistemas de biomasa. *

Las saponinas esteroidales se encuentran principalmente en monocotiledéneas,
mientras que las saponinas terpénicas se encuentran especialmente en dicotiledéneas
La gran diversidad estructural de las saponinas se refleja en sus diferentes propiedades
biolégicas y fisicoquimicas, y en el uso que se hace de ellas en jabones,
antimicrobianos, anticancerigenos.’Estos compuestos se han utilizado en experimentos
en dietas de cerdos y rumiantes, con los objetivos de controlar parasitos y la
observacion del crecimiento de los animales, sin embargo no se les ha dado un criterio

establecido sobre sus posibles usos en el enfoque zootécnico. *

La falta de investigacion o utilizacion sobre el area zootécnica es debida
principalmente a que muchos de estos experimentos se realizan a base de proponer
diferentes tratamientos con sus respectivas concentraciones de estas sustancias, pero
sin contemplar la toxicidad ni posibles efectos sobre el organismo, por falta de
conocimiento o de estudios realizados. El método mas factible para establecer el uso de
nuevas sustancias, es mediante el establecimiento de indices toxicolégicos, antes de
experimentar en organismos, para asi poder asegurar el uso correcto y enfoque

adecuado. !
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3. JUSTIFICACION

El Agave lechuguilla es una planta silvestre originaria de zonas aridas y
semiaridas, abundante en gran parte de América del Norte, a la cual su utilizacion se
restringe principalmente para areas industriales, basada en la obtencion de la fibra
denominada “ixtle”; sin embargo, tanto la planta en si, como los residuos sobrantes de
la obtencién de su fibra son fuente de gran cantidad de compuestos bioquimicos,
destacando las saponinas. Estos tipos de glucdsidos tienen diferentes efectos
bioldgicos, siendo el mas destacado el que ejercen sobre los lipidos, lo cual predispone
que estas sustancias pueden tener multiples efectos y usos, dando un enfoque para su
posible utilizacibn en diversos propdésitos tales como antiparasitario, alimentacion,
nutricion, entre otros. Considerando el establecimiento de indices toxicolégicos como

primer punto de partida para asegurar una premisa para su futura y correcta utilizacion.

11



4. HIPOTESIS

Las saponinas extraidas de Agave lechuguilla no presentan efecto toxico en aves

para causar mortalidad.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Establecer la cantidad y el efecto toxico de saponinas extraidas de Agave

lechuguilla en Gallus domesticus de 21 dias de edad.

5.2 Especificos

o Extraccion y cuantificacion de saponinas en extracto de Agave lechuguilla.

12



6. REVISION DE LITERATURA

6.1 Saponinas

Las saponinas son detergentes naturales encontrados en una variedad de
plantas, tienen propiedades tensoactivas y detergentes ya que contienen compuestos
liposolubles como acuosolubles. Las dos fuentes principales de saponinas son plantas
semidesérticas: Yucca schidigera de México y sur oeste de USA y Quillaja saponiaria

de chile. ?

Se llaman saponinas a un grupo de sustancias glucosidas que se disuelven en
agua y poseen la propiedad de formar espuma al agitar la solucién. Por hidrélisis (acida,
microbioldgica o enzimatica) de una saponina se obtienen carbohidratos y una aglicona:
“sapogenina”, la cual estructuralmente puede ser de tipo esteroidal (C,7) o triterpenoidal
(Cs0). Estos compuestos se aislan de diferentes fuentes vegetales. En Lilidceas,
Diocoreaceas y Solanaceas son comunes las saponinas esferoidales, mientras que en
las Umbeliferas, Legumonisas, Caryofilaceas, Rhamnaceas, etc., lo son las

triterpenoidales. 3

6.1.1 Estructura quimica

Se sabe poco relativamente con respecto a los azlcares componentes de las
saponinas ya que en el mejor de los casos solamente se conoce la composicion de las

mezclas de azucares producidas por la hidrdlisis de los glicosidos.

Los aglicones, que reciben el nombre general de sapogeninas pueden
subdividirse en dos grandes grupos: el primer grupo, al que pertenecen, por ejemplo, la
tigogenina, la gitogenina y la ditogenina son verdaderos esteriodes con una cadena en
un sistema acetal bicilcico que es siempre del mismo tipo. Las sapogenias del segundo
tipo, como por ejemplo el acido oleandlico y la hederagenina son verdaderos

triterpenoides pentaciclicos que no pertenecen ya a la serie de los esteriodes, cuyo
13



sistema de anillos que es proximo por su estructura al del piceno, permite reconocer
claramente su formacién a partir de seis restos de isopreno. “Las saponinas
esteroidales son glicésidos esteroides con un nucleo espirostano que tiene la
propiedad de hemolizar los globulos rojos y forman espuma abundante y estable al

agitar sus soluciones acuosas. °

La porcion esteroide de las saponinas esteriodes (también denominada
sapogenina o algicona esteriode) se origina por la ruta de la acetil Coenzima via &cido
mevalonico y escualeno. Una vez formado un precursor esteroide con 27 atomos de
carbono, este es deshidrogenado para originar 3-colestanona. La colestanona es
hidrolizada en los carbonos 16, 22, 27. Este intermedio altamente hidroxilado en la
cadena lateral puede sufrir una deshidratacion entre los hidoxilos 16 y 22, lo que origina
3-furostanona; lo que da lugar al anillo espirostano propiamente dicho. La 3-
espirostanona puede ser reducida a 3-espirostanol, el cual puede sufrir procesos

enzimaticos de glicosilacién para originar las saponinas esteriodales. °

6.1.2 Usos

Una amplia investigacion se ha llevado a cabo en la membrana de permeabilis-
ing, inmunoestimulante, hipocolesterolemiante y anticancerigenas de las saponinas y
también se han encontrado para afectar de manera significativa el crecimiento,

consumo de alimento y la reproduccion en animales. °

Estos compuestos estructuralmente diversos se han observado también para
matar los protozoos y moluscos, para ser antioxidantes, para poner en peligro la
digestion de proteinas y la absorcion de vitaminas y minerales en el intestino, para
causar hipoglucemia, y para actuar como agentes antifingicos y antivirales. Estos
compuestos pueden afectar de este modo los animales en una serie de diferentes

maneras tanto positivos como negativos. °
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Las saponinas pueden ser considerados como una parte de las plantas
"sistemas de defensa” y como tal, se han incluido en un grupo grande de moléculas

protectoras encuentra en las plantas denominadas ” phytoanticipins " o " fitoprotectores
1

El primer término describe estas saponinas, tales como avenacosides Ay B en la
avena, que son activados por enzimas de la planta en respuesta a dafio tisular o ataque
de patdgeno. La segunda describe las saponinas que tienen una actividad

antimicrobiana o insecticida en general. ®

Las saponinas tienen diferentes roles en las plantas como los mencionado y
diferentes efectos tanto positivos como negativos en los organismos animales debido a
sus diversos efectos principalmente a nivel de membranas celulares
independientemente de ser terpenoidales o esteroidales pueden llegar a tener influencia
sobre crecimiento, consumo de alimento, digestion de proteinas, metabolismo del

colesterol, reproduccién animal, entre otros.®

6.2 Efectos bioldgicos de las saponinas

Las saponinas son glucésidos esteroides o triterpenoides, comin en un gran
namero de plantas y productos vegetales que son importantes en la nutricion humana y

animal. Varios efectos biolégicos se han atribuido a saponinas. °

6.2.1 Membranas celulares

Una amplia investigacion se ha llevado a cabo en la permeabilizacion de
membranas, inmunoestimulante, hipocolesterolemico y anticancerigenas de las

saponinas y también se han encontrado que afectar de manera significativa el
15



crecimiento, consumo de alimento y la reproduccién en animales. ‘Un gran nimero de
los efectos bioldgicos de las saponinas se han atribuido a su accion sobre las
membranas. De hecho, su capacidad especifica para formar poros en las membranas

ha contribuido a su uso comun en la investigacién fisiolégica. &°

En comparacion con las perforaciones reversibles causadas por sustancias tales
como la vitamina A, los poros de la membrana o defectos producida por saponinas
fueron de larga duracion y tales membranas fueron entonces permanentemente
permeable a moléculas grandes como la ferritina. También se ha encontrado para
mejorar el crecimiento, eficiencia de la alimentacion y la salud en aves de corral y

cerdos por mecanismos que no son todavia entendidas. ****

6.2.2 En plantas

Las saponinas pueden ser considerados como una parte de las plantas, sistemas
de defensa y como tal, se han incluido en un grupo grande de moléculas protectoras
encuentra en las plantas denominadas phytoanticipins o fotoprotectores. El primer
término describe estas, tales como avenacosides A y B, que son activados por enzimas

de la planta en respuesta a dafio tisular o ataque de patégenos. 413

6.2.3 El sistema inmune

Una saponina triterpenoide glucosilada de guisantes (Pisum sativum) se purifico
y se caracterizO como un inhibidor especifico de diguanilato ciclasa, una enzima
reguladora clave en la sintesis de celulosa. Las saponinas provenientes de Quillaja, al
igual que otras saponinas, dadas como compuestos purificados o no han reportado
incrementar la proliferacion de células inmunes a nivel in vitro. Se ha reportado el poder
inducir una respuesta de anticuerpos y/o una proteccién inmune en conejillos de indias,

pavos, gatos, conejos, perros, focas, ovejas, cerdos, vacas, caballos y monos.***

16



6.2.4 En protozoarios

Las saponinas provenientes de diferentes fuentes se ha encontrado que
disminuyen la cantidad de protozoarios y como posible controlador en el rumen.
Saponinas terpenoidales y esteroidales han demostrado disminuir infecciones
protozoarias severas en especies como Plasmodium falciparum, Giardia trophozoites y

Leishmania. 1617

La toxicidad de las saponinas en protozoarios parece ser amplio y no especifico,
siendo obvio el resultado sobre el efecto detergente que tiene sobre las membranas
celulares. Por lo cual las saponinas extraidas de fuentes naturales vegetales tienen una
posible y amplia utilizacion para el control de diversos parasitos en animales a dosis

correctas, pudiendo sustituir medicamentos o parasiticidas, de forma natural.®

6.2.5 Crecimiento animal y consumo

En rumiantes, bajo el uso de extracto de Yucca schidigera, se ha encontrado que
promueve el crecimiento, eficiencia alimenticia y la salud. Las saponinas provenientes
de Quillaja incrementan la eficiencia en la sintesis de proteinas, de microorganismos
ruminales en in Vitro. También se ha encontrado que el extracto de Y. Schidigera
promueve el crecimiento, eficiencia alimenticia y salud en aves de corral, cerdos por

medio de mecanismos que adin no son entendidos del todo(jhonson).*® 2% 2. 22

6.3 Extractos vegetales con saponinas

Se ha comprobado que algunos extractos vegetales tienen la capacidad de tener
la funcién purgante y controlar algunas infecciones parasitarias intestinales debido a los

17



compuestos quimicos que contiene algunas plantas producidos normalmente como
producto de metabolismo secundario o por la accion del estrés de la planta por factores
ambientales, los cuales actian de forma intoxicante, interfiriendo en ciclos reproductivos
0 en paredes celulares de los parasitos, en todos los casos es nhecesaria la
determinacion de bioensayos para poder conocer y establecer parametros del estimulo
de cualquier sustancia sobre determinado organismo, antes de establecer un uso

especifico de cualquier sustancia.?®

Debido a su propiedad tensoactiva, las saponinas tienen actividad anti-protozoaria. Las
saponinas tienen propiedades membranoliticas al acomplejarse con el colesterol de las
membranas celulares de los protozoarios, causando lisis celular.’Las saponinas
utilizadas hoy en dia, para diversos fines provienen de origen natural, extraidas de
diversas y numerosas especies del reino vegetal, en las cuales dependiendo de la rama
evolutiva pueden encontrarse plantas con un tipo especifico de saponinas o incluso con

un conjunto de estas. %

6.4 Fuentes naturales de saponinas

Los heterdsidos saponinicos, por su importancia biolégica e industrial, son
sustancias bastante estudiadas. Se encuentran en las plantas mas diversas y
constantemente aparecen nuevos descubrimientos.’Al estudiar las plantas que
contienen saponinas esterodidicas, vemos que se han encontrado hasta el dia de hoy
solamente en las angiospermas, y exactamente en las familias siguientes: alismaceas,
amarillidaceas, apocinaceas, araceas, bignoniaceas, bromeliaceas, convulvulaceas,
dioscoraceas, graminaceas, iridaceas, liliaceas, malpigidceas, menispermaceas,
momosaceas, myrtdceas, oleaceas, palmaceas, papilionaceas, fitolacaeas,

escrofularidceas, solanaceas y zigofilaceas. =
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Las saponinas esteroidales se encuentran por lo general en familias de la clase
monocotileddénea, como son: Liliaceae (Agavaceae), Dioscoreaceae y Amaryllidaceae.
En las dicotiledoneas, se les ha encontrado en las familias Solanaceae y Scrofulariacea.
En el género Agave se han identificado varias sapogeninas como: hecogenina,
manogenina, yucagenina, agavogenina, sarsasapogenina, texogenina, esmilagenina,

gitogenina, tigogenina y clorogenina. #*

Dentro del género Agave destacan plantas del norte del pais como Agave

salmiana, Agave striata Zucc., y el Agave lechuguilla Torr.

6.5 Agave lechuguilla

Es una planta que pertenece a la familia de las Agavaceae, crece en forma
silvestre en zonas é&ridas y semiaridas desde el sur de Texas y Nuevo México en los
Estados Unidos de Norteamérica, hasta los centrales estados de Querétaro, Hidalgo y
Guanajuato en México .Es un recurso fundamental en la economia de numerosas
familias de las poblaciones aridas del altiplano mexicano, ya que por lo menos durante

un tercio del afio se explota para la obtencién de la fibra denominada ixtle. 2*

La cual debido a sus caracteristicas abrasivas y su alto indice de retencion de
agua (65 %) se utiliza en las industrias de la fabricacién de cepillos y de construccion,
ademas en jarceria y cesteria. La fibra se consigue por el tallado de la hoja, constituida
por un 15 por ciento de fibra y un 85 por ciento de pulpa. La pulpa contiene compuestos
bioactivos de interés, entre los que destacan las saponinas que presentan diversas

propiedades de aplicacién farmacoldgica. %
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Figura 1. Agave lechuguilla

La cual debido a sus caracteristicas abrasivas y su alto indice de retencién de
agua (65 %) se utiliza en las industrias de la fabricacion de cepillos y de construccion,
ademas en jarceria y cesteria. La fibra se consigue por el tallado de la hoja, constituida
por un 15 por ciento de fibra y un 85 por ciento de pulpa. La pulpa contiene compuestos
bioactivos de interés, entre los que destacan las saponinas que presentan diversas

propiedades de aplicacién farmacolégica.
6.5.1 Descripcion

Forma una roseta de hojas suculentas de hasta 45 cm de altura y 60 cm de
ancho. La planta florece una vez en la vida antes de morir. Las flores son de color
amarillo con tinte rojizo y se encuentran en una inflorescencia que alcanza los 4 m de
altura. El néctar de las flores es un gran nutriente en la dieta de insectos, murciélagos y

algunas aves. ?°
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Nombre : Agave lechuguilla

Sinonimia : Agave X. glomeruliflora (Engelm.) A. Berger (pro sp.), Agave
heteracantha var. glomeruliflora Engelm, Agave lecheguilla forma glomeruliflora
(A. Berger).

Nombre(s) comun(es): Lechuguilla en los estados fronterizos del norte de
México, tzuta (lengua otomi) — Hidalgo, ixtle.

Estatus: Ninguno

Origen: Zonas aridas de América del Norte.

Forma bioldgica: Hierba arrosetada de 50 a 70 cm de altura.

Fenologia: Hojas: Perennifolia, hojas crasas con espinas. Flores: Cada roseta
florece s6lo una vez ; entre los 6 y los 15 afios.

Frutos: Capsulas.

Distribucién en México.

Asociacion vegetal: Matorral xeroéfilo, Matorral desértico microéfilo y matorral
desértico rosetdfilo.

Coordenadas geograficas: Entidades; En general en los estados fronterizos del
norte de México, principalmente en Nuevo Ledn, Coahuila, Tamaulipas, Durango,
y también reportado para el sur de Hidalgo.

Requerimientos Ambientales :Altitud (msnm); Minima: 2,250, Maxima: 2,700
Suelo: Clasificacion (FAO),Feozem, Leptosol, Xerosol, Yermosol (** Verificado
con carta suelo); Rendzina, Leptosol, Foezem, Vertisol, Castafiozem.
Caracteristicas fisicas: SIRE-Paquetes Tecnolégicos, Agave
lechuguilla,Profundidad: Someros,Textura: Franco-arenosa,Franca-
arcillosaPedregosidad: Pedregoso.

Drenaje: Humedad aparente:

Color: obscuro en Rendzina, pardo-obscuro en Castafiozem.

Caracteristicas quimicas: 2.3.2.3.1 pH: 7.5 a 9.4.Materia organica: 2.46%.
Sales: Carbonatos: alto contenido de carbonato de calcio.

Fertilidad: alta fertilidad en Rendzina.

Otros: Temperatura (°C);Media: 20°, Minima: -5°,Maxima: 35°.

Precipitacion (mm): De 105 a 600.

Otros: Crece en suelos de origen calizo y ocasionalmente arcillosos.
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o Usos: Extraccion de ixtle para la fabricacion de lazos, lomeras, gamarras,
costales, cubiertas para pacas de algoddn, tapetes. De la raiz y del tallo se
obtienen productos que se emplean en la fabricacién de jabones. El jugo de las
hojas se pueden utilizar como detergente debido a las saponinas y sapogenias
gue contiene la planta en su composicidn quimica, siendo estos compuestos
unos de los cuales su estudio no ha sido del todo los efectos tanto en las plantas

como en animales, ni sus posibles usos potenciales. %

Las saponinas son compuestos encontrados en el Agave lechuguilla, que debido
a sus diversos efectos biolégicos pueden ser utilizadas para darles un enfoque en la
zootecnia, sin embargo al no haber diversidad de previos estudios sobre estos
compuestos para su correcta utilizacion, la primera etapa a desarrollar es mediante el
establecimiento de indices toxicolégicos para poder conocer su utilizacion y evitar
errores o efectos secundarios desconocidos en los animales. Como por ejemplo en el

caso de sustancias como los piretroides y las lactonas macrociclicas.®

6. 8 indices de toxicidad

El principal recurso para establecer de modo experimental la toxicidad de los
compuestos quimicos lo constituyen las pruebas de toxicidad con animales. Menos
utilizadas son las pruebas de experimentacion humana y las pruebas de actividad “in

Vitro”. 26

Los principales indices toxicologicos son:
o Concentracion letal media (CLso)

o Dosis toxica media (DTso)

o Dosis letal media (DLso)
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Una prueba importante consiste en la concentracion letal media CLsp, que es la
concentracion del toxico que produce el fallecimiento del 50% de los animales. Cuando
lo que se estudia no es la muerte sino otro efecto toxico con una magnitud determinada,

hablamos de dosis toxica DTsg. 2°

El principal recurso para establecer la toxicidad de los compuestos quimicos es la
experimentacion en animales. Una de las pruebas mas utilizadas consiste en
determinar la dosis letal media (DLsp), cuando se refiere a la dosis expresada en mg/kg
de peso del animal, que administrada de una vez por via oral a un grupo determinado
de animales produce la muerte del 50 % de los mismos. En base a los valores de las
DLso vy las CLsy se puede clasificar los toxicos en muy toxicos, téxicos y nocivos o

inocuos. %’

Los estudios de toxicologia se han llevado a cabo diferentes organismos para
determinar los tipos de estimulos en los cuales van desde estudios en insectos para
conocer el efecto de insecticidas, o roedores para determinados medicamentos y aves.
La seleccion de la especie animal es muy importante ya que normalmente seran
aquellas especies a las cuales servirdn los resultados del estudio para su posterior

utilizacién, al cual se le denomina realizar un bioensayo. 2’

6.9 Bioensayo

La definicibn de bioensayo esta influenciada por el campo de conocimiento al
gue se dedica, se refiere a él como ensayo biologico y lo define como la medicion de la
potencia de cualquier estimulo fisico, quimico, biologico, fisiolégico o psicoldgico, por
medio de las reacciones que éste produce sobre la materia viva, por razones
estadisticas, el problema se reduce a la determinacién del estimulo necesario para

obtener una respuesta del 50% de los organismos de prueba. %°
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Estos ensayos, basicamente, consisten en la exposicion de grupos de
organismos, a determinadas concentraciones del toxico por un tiempo determinado. Los
organismos deben estar en buenas condiciones de salud, previamente aclimatados a
las condiciones del ensayo, y se mantienen en condiciones constantes. Ademas se
dispone de grupos de control (que no se expongan al toxico).Luego se miden y registran
los efectos biolégicos observados en cada uno de los grupos control y tratados,

posteriormente, se efecta un andlisis estadistico de los datos obtenidos. 3%3!32
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7. MATERIALES Y METODOS

Se realizd el estudio en tres etapas para facilitar la metodologia de la

investigacion.

7.1 Etapa 1. Extraccion de saponinas

7.1.1 Manejo de material vegetal

La planta Lechuguilla (Agave lechuguilla) se recolecto en el mes de enero de
2014 en los terrenos de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro y a orillas de la
ciudad de Saltillo, Coahuila, las cuales fueron llevadas al Laboratorio de Nutricion
Animal de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, se cortaron en forma
horizontal y se pusieron a secar en horno de secado digital NOVATECH Modelo HS90-
AlA, a una temperatura de 70° C para su posterior trituracibn en un molino eléctrico

Thomas Willie model 4 con criba de 0.1 mm.

7.1.2 Extraccion de saponinas

Para la extraccion de saponinas se tomd una cantidad de 5 g de material
bioloégico, se le adiciond una mezcla de etanol/agua al 95:5, a una temperatura de
50°C. La mezcla lechuguilla y solventes se mantuvo en agitacion constante durante 5 h
en el Incubator Shaker Series Innova 44. Posteriormente se adicionaron 25 ml de éter
de petréleo y se contindo con agitacion durante 1 h mas, al concluir este tiempo la
mezcla se filtr6 y se decantd en un embudo de separacion de 1000 ml; donde la
fraccion no polar se desecho y la fraccion polar se reservo para la cuantificacion de

saponinas.
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7.2 Etapa 2. Cuantificacion de saponinas

Una vez obtenidos los extractos se tomaron 5 ml de muestra en un matraz
Erlenmeyer y se adicionaron 30 ml de agua destilada. Los matraces se pusieron a bafio
maria a una temperatura 60-70 °C, enseguida se agregaron 3 ml de acido clorhidrico
concentrado y se mantuvieron las condiciones durante 15 min. Inmediatamente se
detuvo la reaccién en bafio de hielo y se ajusté el pH con NaOH a pH 7.0, al final se
aford el volumen a 50 ml y se efectio la determinacién de azucares por el método de
DNS (Determinacién de azUcares reductores totales) para lo que se utiliz6 un

espectrofotometro Thermo Spectronic Hexios 3.

Para la cuantificacion de azucares generados por la hidrélisis de saponinas se
elaboré una curva de calibracion con la saponina Triterpenica Quillaja saponaria,
(numero de catalogo 8047-15-2) de Sigma CO; para relacionar la cantidad de azucares
generados por la hidrélisis de la saponina con la concentracion inicial de saponinas
empleando como estandar la saponina Triterpenica Quillaja saponaria, (nimero de
catalogo 8047-15-2) de Sigma CO; obteniendo como resultado un coeficiente de
correlaciéon de R?= 0.997,que permite considerar al método de cuantificacién indirecta

de saponinas por determinacion de azlcares, confiable.

Para obtener la cantidad de azUcares generados por el rompimiento de las
moléculas de saponinas en sapogeninas y azlcares se utilizaron soluciones de 5mg/ml,
las cuales se sometieron a un proceso de hidrdélisis con acido clorhidrico y en igualdad
de condiciones se procesO otra serie de soluciones sin la adicion de acido, solo
ajustando el pH, en ambos casos se determiné el contenido de azucares y con base en
la diferencia entre la cantidad de estos se obtuvo anteponiendo la relacion de las

muestras hidrolizadas menos el contenido en las muestras sin hidrolizar.

Una vez obtenidos los extractos se tomaron 5 ml de muestra en un matraz
Erlenmeyer y se adicionaron 30 ml de H,O destilada. Los matraces se pusieron a bafio

Maria hasta alcanzar 60-70 °C, enseguida se agregaron 3 ml de HCI concentrado y se
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mantuvieron las condiciones durante 15 minutos. Inmediatamente se detuvo la reaccion
en bafo de hielo y se ajusté el pH con NaOH a 6.5 — 7.2, al final se afor6 el volumen a
50 ml y se efectuo la determinacion de azlcares por el método de DNS (Determinacion
de azucares reductores totales), para lo que se us6 un espectrofotdmetro Jenwey 6300

a una longitud de onda de 540 nm.

7.3 Etapa 3. Establecimiento de dosis para determinacion de DLsg

Para la determinacion de la dosis letal media se recibieron pollos de 15 dias de
edad de linea Ross de una veterinaria, se mantuvieron con calefaccion, luz, agua y
alimento iniciador. Las aves se trataron a los 21 dias de edad, previo ayuno de 12 h. Se
pesaron individualmente en una balanza, el extracto con saponinas fue administrado
directamente en la ingluvia mediante una jeringa dosificadora provista de un catéter, las
aves fueron observadas durante 48 h, registrandose la mortalidad producida por cada

dosis.

Se establecieron 3 niveles de dosis, 125 mg/l (bajo), 470 mg/lI (medio) y 639 mg/l
(alto) con relacién al contenido de saponinas cuantificadas (Figura 2), mas un grupo
testigo aplicandose a grupos de 10 aves cada uno con su respectiva repeticion (Tabla

1). Contemplando los datos de mortalidad en relacién a su peso corporal.

Figura 2. Establecimiento de tres niveles de dosis A) 125 mg/l (baja), B) 470
ma/l (media) v C) 639 ma/l (alta).

27



Tabla 1. Distribucion de grupos animales respecto a su dosis

UNIDAD DE MUESTRA DLsg

DOSIS Testigo | Dosis baja | Dosis media | Dosis alta
(225 mg/l) | (470 mg/l) | (639 mg/l)

GRUPO 10 10 10 10

DOSIS Testigo | Dosis baja | Dosis media | Dosis alta
(225 mg/l) | (470 mg/l) | (639 mg/l)

SUBGRUPO ANIMAL/ 10 10 10 10
REPETICION

Las tomas de lectura de mortalidad en la DLsg son en base a observacion directa
a cada grupo de animales con ayuda de cadmara fotografica digital, asegurando que el

animal no presentara signos vitales en caso de bajas en cada tratamiento.

Las lecturas de efectos secundarios u otro tipo de observaciones en la DLsy son
en base a observacion directa a cada grupo de animales y subgrupos de animales. Se
establecio un itinerario para tomar lecturas cada determinado tiempo en el cual se

registré la mortalidad respecto al tiempo de lectura en los organismos (Tabla 2).
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Tabla 2. Establecimiento de tiempos para toma de lectura, en cada uno de los 6 grupos

de animales, mas testigo dependiendo del tratamiento respecto a concentracion de la

dosis.

Lecturas DLsg

No. de lectura 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo entre 0 10 30 1 3 6 24 48
lecturas min min min h h h
Observaciones | Antes de | Después | Después | Después | Después | Después | Después | Después
aplicacion | de de de de de de de
aplicacion | aplicacion | aplicacion | aplicacion | aplicacién | aplicacion | aplicacion

7.4 Andlisis estadistico

El calculo de la DLsg se realiz6 con el paquete estadistico SAS version 9.1, al

ingresar dosis y respuesta (mortalidad), mediante el método de probit.

29




8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Etapas 1y 2. Extraccion y cuantificacion de saponinas

En la Figura 3 se presenta la dispersion entre el porcentaje de absorbancia y la
concentracion para la cuantificacion de saponinas en el extracto obtenido a partir del
material vegetal, obteniendo una R* 0.997 que aseguro la confiabilidad de los
resultados, con lo cual se establecié una concentracion de 639 mg/l de saponinas en el
extracto y sirvib como base para el establecimiento de la dosis alta del experimento con
el maximo contenido de saponinas alcanzable de las plantas recolectadas, a partir de la
cual se realizaron dos disoluciones para proponer la dosis media (470 mg/l) y la dosis
baja (125mg/l).

0,12

y =1E-05x-0,0013
0,1 R? =V

0,08

0,06 /

% ABSORBANCIA (540 nm)

0,04
0,02
0 T T T T T 1
2000 4000 6000 8000 10000 12000
-0,02 -
CONCENTRACION (mg/1)

Figura 3. Dispersion del porcentaje de absorbancia en relacion con la
concentracion de saponinas.

30



8.2 Etapa 3. Determinacion de DLsg

Los resultados de peso y de mortalidad en cada uno de los tratamientos respecto

a las diferentes concentraciones de saponinas administradas en los diferentes grupos

se muestran en las Tablas 3 y 4. Donde se observd que la mortalidad es directamente

proporcional al aumento de la dosis, mientras que el testigo no presento mortalidad en

ninguno de los dos grupos.

Tabla 3. Peso en gramos de las aves en estudio

PESO ( g) INDIVIVUAL DE AVES POR GRUPO
No. ave | Testigo | 125mg/l | 470mg/l | 639mg/I
1 120 170 140 150
2 150 150 160 130
3 160 180 140 130
4 140 160 150 150
5 160 160 160 140
6 170 150 140 130
7 150 150 140 140
8 140 150 140 140
9 140 180 150 130
10 180 150 160 150
11 130 130 120 160
12 160 140 140 170
13 170 170 160 120
14 150 130 120 140
15 130 160 140 130
16 130 130 150 160
17 140 120 150 140
18 160 110 120 110
19 140 160 110 120
20 160 130 110 110
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Las aves fueron marcadas en diferentes partes del cuerpo para identificar los
tratamientos; cabeza (125 ppm), lomo (470 ppm), cuello (639 ppm) y se utilizé la base
de administracion a razon de 1 ml, por cada 100g de peso animal y se complet6 la dosis

individual dependiendo del peso a partir de la base 0.10ml/10g.

Tabla 4. Mortalidad a las 48 h de observacion

No. de aves muertas

No. grupo Testigo 125 mg/l 470 mg/l 639 mg/l
Grupo 1 0 1 4 7
Grupo 2 0 1 5 7

En la Figura 4 se muestra la relacién entre las dosis administradas durante el
bioensayo y el porcentaje de mortalidad en los animales. El porcentaje de mortalidad
establecido en unidades PROBIT mostré un nivel bajo a las concentraciones iniciales,
pero posteriormente tendié a incrementase gradualmente hasta la dosis mas alta

aplicada a los organismos.

Estos resultados concuerdan con la razén de que a mayor concentracion del
extracto de saponinas aplicadas a los organismos, el coeficiente de correlacion fue
0.93 esto nos explica que la respuesta es decir la mortalidad de las aves es
dependiente en un 93.2 % de la dosis aplicada, el efecto toxico serd peyorativo
respecto al dafo ejercido por estos compuestos, debido principalmente a un dafio
gradual de las células sanguineas por el efecto hemolitico de las saponinas bajo estas y
también sobre la habilidad de formar poros sobre las membranas celulares sobre las

cuales tengan contacto.
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Figura 4. Asociacion entre la concentracion de las dosis en los
tratamientos y el porcentaje de mortalidad del bioensayo.

En la Tabla 5 se muestran los resultados de la respuesta de la linea Ross de
Gallus domesticus, en relacidén al extracto de saponinas, como se puede observar el
valor de la DLsp en logaritmo fue de 2.652 que equivale a 448.859 mg/l para el extracto
de Agave lechuguilla, establecida por el andlisis estadistico de los datos de mortalidad

con relacion a las concentraciones bajo procedimiento PROBIT (Anexo 1y 2).

Tabla 5. Concentracién letal, limites fiduciales y valor de la pendiente del extracto

aplicados en la linea Ross de hembras y machos de 21 dias de Gallus domesticus.

mg/L
Extracto n Peso DLso Limites DLogs pendiente r°
Promedio fiduciales 95%
@
Agave 60 143 2.652 (2.496-2.849) 3.331 -11983.155+23214.900 0.932

lechuguilla

(saponinas)

n: Nimero de hembras y machos de 21 dias de Gallus domesticus, con peso promedio de las aves, r* :Coeficiente de
determinacion. Limites fiduciales =cinturones de confianza.
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9. CONCLUSIONES

A lo largo del presente trabajo de investigacion se extrajeron y cuantificaron las
concentraciones de saponinas de la planta de Agave lechuguilla mediante un
método indirecto, estableciéndose una concentracién base del extracto en 639 mg/I,
lo cual sirvi6 para establecer diferentes dosis con los compuestos bioquimicos
extraidos del Agave lechuguilla. Por otro lado estos compuestos presentan toxicidad
en las aves de 21 dias de edad de linea Ross contradiciendo la hipétesis, el efecto
ejercido en los animales va més alla de la alteracion de las funciones vitales de las
aves, presentando mortalidad en ciertas concentraciones. Se observd que el
incremento en concentracién de saponinas cuantificadas del extracto incrementa la
mortalidad de las aves al igual que la claridad del dafio producido en las necropsias.
Estableciéndose una DLsy de saponinas en 448.85 mg/l, con los datos recaudados
del bioensayo.
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10. RECOMENDACIONES

El extracto de Agave lechuguilla, se plantea como un posible controlador de
parasitos en aves debido a la accién que ejerce sobre las paredes celulares de estos. El
extracto se puso a prueba bajo un estudio preliminar sobre el efecto controlador de
parasitos en aves (Gallus domesticus) y ademas se documento el dafio a nivel tejidos
provocado por el extracto de saponinas empleado en este estudio para determinar la

DLso (estudio disponible en la seccion de anexos).
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados de analisis estadistico método PROBIT

Iter

g A W N B O

Interation History for Parametr Estimates

Ridge

o O O O O o

Probit Procedure

Loglikelinhood

-41.588831
-33.159315
-32.826391
-32.823726
-32.823726
-32.823726

Intercept

0
-5.117436011
-6.30055317
-6.417926343
-6.41909569
-6.41909569

Log10(dose)

0

1.9441064088
2.3771431346
2.4199442372
2.4203705916
2.4203705916
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Model Information

Data Set

Events Variable

Trials Variable

Number of Observations
Number of Events
Number of Trials

Name of Distribution
Log Likelihood

Number of Observations
Read

Number of Observations
Used

Number of Events

Number of Trials

WORK. PROBIT
Response

N

3

25

60

Normal
-32.8237259

25
60
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Parameter Information

Parameter
Intercept

dose

Effect
Intercept

dose

Last Evaluation of the Negative of the Gradient

Intercept Log10(dose)
1.8429083E-7 3.8587336E-7

Last Evaluation of the Negative of the Hessian

Intercept
Intercept 31.218293697
Log10(dose) 81.24922199

Log10(dose)
81.249221199
213.68511307

Algorithm converged.

Goodnees-of-Fit Tests

Statistic Value DF
Pearson Chi-square 0.6780 1
L.R. Chi-Square 0.6840 1

Pr > ChiSq
0.4103
0.4082

Response-Covariate Profile
Response Levels

Nmuber of Covariate Values

2
3

Since the chi-square is small (p > 0.1000), fiducial limits will becalculated using

at value of 1.96.
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Type Il Analysis of Effects
Wald
Effect DF Chi-Square Pr > ChiSq
Log10(dose) 1 13.0322 0.0003
Analysis of Parameter Estimates
Standard 95% Confidence Chi-
Parameter DF Estimate Error Limits Square Pr > ChiSq
Intercept 1 -6.4191 1.7541 -9.8571 -2.9811 13.39 0.0003

Logl0(dose) 1

24204 0.6705 1.1063 3.7344 13.03 0.0003

Intercept
Log10(dose)

Estimated Covariance Matrix

Intercept Log10(dose)
3.076884 -1.169920
-1.169920 0.449517

Output from probit procedure
13:25 Thursday, Junuary 16, 2015
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Probit Procedure

Probit Analysis on Log10(dose)

Probability Log(dose) 95% Fiducial Limits
0.01 1.69096 0.58717 2.03266
0.02 1.80359 0.83073 2.10850
0.03 1.87504 0.98483 2.15705
0.04 1.92880 1.10047 2.19386
0.05 1.97253 1.19430 2.22403
0.06 2.00974 1.27398 2.24990
0.07 2.04238 1.34366 2.27276
0.08 2.07159 1.40590 2.29339
0.09 2.09817 1.46235 2.31229
0.10 2.12263 1.51417 2.32984
0.15 2.22390 1.72680 2.40441
0.20 2.30439 1.89252 2.46696
0.25 2.37344 2.03085 2.52446
0.30 2.43545 2.15030 2.58086
0.35 2.49291 2.25492 2.63920
0.40 2.54744 2.34665 2.70211
0.45 2.60019 2.42659 2.77177
0.50 2.65211 2.49606 2.84954
0.55 2.70403 2.55700 2.93584
0.60 2.75679 2.61177 3.03068
0.65 2.81131 2.66275 3.13433
0.70 2.86877 2.71212 3.24792
0.75 2.93078 2.76199 3.37391
0.80 2.99984 2.81472 3.51700
0.85 3.08033 2.87375 3.68624
0.90 3.18160 2.94562 3.90157
0.91 3.20606 2.96270 3.95386
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0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

3.23263
3.26185
3.29448
3.33170
3.37543
3.42918
3.50064
3.61327

2.98115
3.00134
3.02377
3.04922
3.07896
3.11534
3.16343
3.23873

4.01077
4.14356
4.22366
4.31791
4.43398
4.58855
4.83265
4.83265
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Anexo 2. Regresion lineal para la obtencion de R? en el programa EXCEL

Concentracion Logaritmo Mortalidad
mg/l Dosis (%)

Probit

3.71827
4.87462
5.524
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Anexo 3. Pre-estudio de polvo de Agave lechuguilla como coccidiostato

Conteo e identificacién de huevos de parasitos en aves

El pre-estudio fue para confirmar el efecto de las saponinas sobre los parasitos
gastrointestinales en aves, el cual se hizo utilizando dos grupos de pollos linea Ross
cada uno con animales previamente parasitados, de los cuales al grupo uno se dejo
como testigo recibiendo solo alimento comercial y al grupo dos aparte del alimento
comercial se incluydo 8% de polvo de lechuguilla, los resultados obtenidos de la
evaluacion de heces fecales antes de iniciar el tratamiento fueron de 600 HPG (huevos
por gramo), en cada organismo y al final del tratamiento en el grupo uno el resultado
fue de 566 HPG y en el grupo dos fueron de 218HPG.

La cuantificacion se realizo utilizando el método Mc. Master y en la identificacion
de huevo se hizo mediante un método directo de flotacion, este método permite que
debido a la solucion utilizada (solucion azucarada) con una densidad mayor a la de los
huevos hace que estos floten lo cual permite que la muestra se tome de la superficie en

donde se encuentran.

En la Tabla 6 se muestran los resultados del conteo de huevos, se observé una
baja del contenido de huevos por gramos de parasitos en la heces examinadas de los
animales del grupo 2 de la etapa 2, aunque considerando que en este caso, se aplico el
polvo de la planta en el pienso de los animales del grupo dos se puede apreciar que se
presentd una reduccion de mas del cincuenta por ciento de huevos por gramo en
comparacién del grupo uno que no recibié el polvo de la planta, lo cual posiblemente
este refleja la accidén de las saponinas sobre la carga parasitaria en los organismos de
aves, siendo una premisa para estudios posteriores, contemplando que el contenido de
estos compuestos varian dependiendo de las condiciones principalmente climaticas que
presente las zonas de crecimiento de estas plantas, dado que son productos de su

metabolismo secundario.

47



Tabla 6. Establecimiento de grupos de aves: grupo 1 grupo testigo con alimento

comercial, grupo 2 alimento comercial mas 8% de polvo de Agave lechuguilla

ETAPA GRUPO 1 GRUPO 2
HPG (huevos por gramos) HPG (huevos por gramo)
1 566 566
2 566 218

Se identificaron huevos referentes a las heces de los animales resultando de las
especies Ascaridia sp. y Heterakis sp. respectivamente como se muestra en las Figuras
5y6.

Figura 5. Figura 6.
Ascardia sp. Heterakis sp.

Se contabilizo e identifico los huevecillos de parasitos, repercutiendo en una
reduccion del 38.51 % en huevecillos por gramo en heces y se identificaron parasitos
como Ascaridia sp. y Heterakis sp.; lo que establece un uso posible o potencial para

control de parasitos en aves.
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Resultados de evaluacion del efecto toxico en organismo de aves

Para la evaluacion del dafio en el organismo se realizaron necropsias a los
animales de cada tratamiento inmediatamente al presentarse las bajas, confirmando
gue estos presentaran ausencia de signos vitales (respiracion y pulso), las cuales se
documentaron mediante el uso de una camara digital Kodak EasyShare Z981, que se
compararon con las necropsias realizadas con las aves testigo que fueron sacrificadas
después de pasar 48 h que fue el plazo establecido para documentar la mortalidad en el

experimento.
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Figura 7. Dafio producido en vasos sanguineos de la piel de Gallus domesticus.

A) Ave testigo de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross (Gallus
domesticus).

B) Ave de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross (Gallus domesticus),
bajo tratamiento con dosis alta (639 mg/l).
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Figura. 8 Dafo producido en corazon de Gallus domesticus.

A

A) Corazon de ave testigo de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross

(Gallus domesticus).

B) Corazon de ave de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross (Gallus

domesticus), bajo tratamiento con dosis alta (639 mg/l).
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Figura. 9 Dafo producido en higado de Gallus domesticus.

A) Higado de ave testigo de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross
(Gallus domesticus).
B) Higado de ave de 21 dias de edad, con un peso de 140q, linea Ross (Gallus

domesticus), bajo tratamiento con dosis alta (639 mg/l).

52



Figura. 10 Dafio producido en rifién de Gallus domesticus.

é'

A) Rifidn de ave testigo de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross
(Gallus domesticus).
B) Rifidén de ave de 21 dias de edad, con un peso de 140gq, linea Ross (Gallus

domesticus), bajo tratamiento con dosis alta (639 mg/l).
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Figura. 11 Dafo producido en musculo de Gallus domesticus.

A

A) Musculo de ave testigo de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross

(Gallus domesticus).
B) Musculo de ave de 21 dias de edad, con un peso de 140g, linea Ross (Gallus
domesticus), bajo tratamiento con dosis alta (639 mg/l).
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El efecto toxico de las saponinas en el organismo de las aves se comprobg,
reafirmando el efecto litico de las células sanguinea y también sobre la
formacion de poros en paredes celulares, ya que en la fotografias realizadas en
las necropsias de los 6rganos el principal signo de dafo es la extravasacion de
sangre, siendo la causa por la cual algunos 6rganos (rifidn, higado) y tejidos
(piel, masculo) presentan peculiar exceso en coloracion y otros de forma inversa

la falta de esta (corazon).

55



