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RESUMEN

Introduccion: Los fructanos tienen diversas aplicaciones en la alimentacion y la salud ya
que se utilizan de forma selectiva por la microbiota intestinal beneficiosa y no son digeribles.
Objetivo: Analizar el nivel de toxicidad del extracto de fructanos de Agave offoyana Jacobi
(Asparagaceae).

Métodos: Se recolectaron tres individuos adultos de Agave offoyana, en la Reserva Floristica
Manejada “Tres Ceibas de Clavellina” provincia Matanzas, en julio de 2017. Los tallos de
las plantas se trituraron y el extracto acuoso se concentro. El extracto se caracterizé mediante
cromatografia en capa fina y cromatografia liquida de alta resolucion. Se realiz6 un estudio
de toxicidad donde se utilizaron ratones Balb C, tres animales/sexo/dosis. Los datos del peso
corporal y consumo de alimentos se expresaron como la media =+ DS. Las diferencias entre
las medias fueron determinadas mediante un analisis de varianza de clasificacion simple
(ANOVA) y test de rangos multiples de Dunnett, en todos los casos tomando un nivel de
significacion de p < 0,05.

Resultados: Se observo la presencia de fructanos de bajo y alto peso molecular, con grado
de polimerizacion de 3 hasta 7. La administracion de dosis unicas del extracto no provoco

efectos de toxicidad, ni muertes durante las primeras 24 horas ni en los 14 dias posteriores

Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://orcid.org/0000-0002-5549-5237
https://orcid.org/0000-0003-0562-1052
file:///D:/EDITORIAL/ECIMED/FARMACIA/2022/EN%20CASA%20DE%20MIMA/no%203%202022/PUBLICAR/775%20ESPERAND%20POR%20AUTOR/andresraulhm@gmail.com

eCiMED

l EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

de observacion. No se evidenciaron alteraciones en el consumo de alimento. La autopsia a
los 14 dias revelo que los organos, tejidos y cavidades tenian normales su morfologia,
coloracion y tamafio. El analisis estadistico del peso de los animales a los 7 y 14 dias de
administrada la dosis no revelo diferencias significativas entre el grupo control y los
experimentales.

Conclusiones: El extracto acuoso de Agave offoyana Jacobi (Asparagaceae) no es toxico a
la dosis evaluada en ratones Balb C de ambos sexos, por lo que podria considerarse su
empleo en la alimentacion y medicina una vez completada su caracterizacién quimica y
toxicoldgica.

Palabras clave: Agave offoyana Jacobi; fructanos; toxicidad aguda.

ABSTRACT

Introduction: Fructans have various applications in food and health as they are used
selectively by the beneficial gut microbiota and are not digestible.

Objective: To analyze the level of toxicity of fructan extract of Agave offoyana Jacobi
(Asparagaceae).

Methods: Three adult individuals of Agave offoyana were collected in the "Tres Ceibas de
Clavellina" Managed Floristic Reserve, Matanzas province, in July 2017. The stems of the
plants were crushed and the aqueous extract was concentrated. The extract was characterized
by thin-layer chromatography and high-performance liquid chromatography. A toxicity
study was conducted where Balb C mice were used, three animals/sex/dose. Data on body
weight and food consumption were expressed as the mean + DS. The differences between
the means were determined by a single classification analysis of variance (ANOVA) and
Dunnett's multi-range test, in all cases taking a significance level of p < 0.05.

Results: The presence of fructans of low and high molecular weight was observed, with a
degree of polymerization from 3 to 7. Administration of single doses of the extract did not
result in toxicity effects, nor deaths during the first 24 hours or in the subsequent 14 days of
observation. There were no alterations in food consumption. The autopsy at 14 days revealed
that the organs, tissues and cavities had normal morphology, coloration and size. Statistical
analysis of the weight of the animals at 7 and 14 days after the dose was administered

revealed no significant differences between the control and experimental groups.
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Conclusions: The aqueous extract of Agave offoyana Jacobi (Asparagaceae) is not toxic at
the dose evaluated in Balb C mice of both sexes, so its use in food and medicine could be
considered once its chemical and toxicological characterization is completed.

Keywords: Agave offoyana Jacobi; fructans; acute toxicity.
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Introduccion

Los fructanos son aquellos carbohidratos en los que predominan los enlaces entre residuos
de fructosa.’Y) En el reino vegetal (Plantae), aproximadamente el 15 % de las plantas con
flores son capaces de sintetizar estos compuestos y almacenarlos en hojas, tallos y raices,
fundamentalmente en los 6rganos de almacenamiento bulbos, tubérculos y rizomas.® Tienen
diversas propiedades medicinales pero la més estudiada es su accion prebidtica.”® Los
prebidticos se definen como sustratos que se utilizan selectivamente por los
microorganismos del hospedero, confiriéndoles beneficios a la salud.®

Los fructanos pueden emplearse como edulcorantes hipocaloricos y en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales. En medicina se indican para el mejoramiento del
metabolismo de los lipidos ya que actGan contra la hiperlipidemia.® Influyen en la
disminucion del indice de masa corporal (IMC) y la reduccién de la grasa corporal total en
individuos obesos.® También, se reporta reduccion significativa de indicadores glucémicos
con la suplementacién de fructanos tipo inulina en individuos con prediabetes y diabetes
mellitus.(” Ademas, se incorporan a los alimentos por sus propiedades tecnologicas como
emulsionantes, estabilizantes, gelificantes y edulcorantes, y se emplean como insumo para
la elaboracion de alimentos, tales como yogur, galletas, mermeladas, barritas y panes.®

En la actualidad, se incrementa el uso de los fructanos como aditivos prebidticos en la
produccion animal.® De esta forma, en un estudio donde se incluyeron agavinas de Agave
fourcroydes L. en la dieta de cerdos se obtuvo modificaciones en el metabolismo lipidico,

con la disminucion del colesterol total, lipoproteinas de baja densidad y lipidos totales.!?
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Por otra parte, en otro trabajo se presencio un incremento significativo en el porcentaje de
postura y peso del huevo, asi como en indices de calidad del huevo a favor de tratamientos
con oligofructosa de agave.®V

El género Agave se considera originario de México, donde se encuentran 272 especies de
las 310 informadas, de las cuales 135 son endémicas. Las plantas de este género almacenan
fructanos como principal carbohidrato de reserva.? El Maguey (Agave offoyana Jacobi) es
endémico de Cuba.®® Se encuentra en la costa norte y algunas regiones interiores.¥) Esta
especie es un recurso local que se utiliza fundamentalmente como planta medicinal y
melifera.®®

En la actualidad se reconoce ampliamente la contribucion de los estudios toxicologicos al
conocimiento acerca de los efectos que producen los productos provenientes de fuentes
naturales. Su aplicacion no solo aporta datos para reconocer los riesgos, sino también
permiten describir los efectos toxicos.™®

El objetivo del estudio fue analizar el nivel de toxicidad del extracto de fructanos de Agave

offoyana Jacobi (Asparagaceae).

Métodos

Recoleccidn, procesamiento y caracterizacion del material vegetal

Se recolectaron tres individuos adultos de A. offoyana, en la Reserva Floristica Manejada
“Tres Ceibas de Clavellina”, provincia Matanzas (23°05°48,6’N y 81°39°20,5°°0), en julio
de 2017. Para la identificacion de las plantas se utilizaron como referencias las caracteristicas
de esta especie, descritas en Flora de Cuba, fasciculo primero.®®)

Para la extraccion de los fructanos las muestras se lavaron y se fraccionaron en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Universidad Agraria de la
Habana. Los tallos de las plantas se pesaron y esterilizaron, de forma individual, con agua
en una proporcion 1:2 (p/v) en una autoclave a 121°C y 1 atm de presion. A continuacion,
se trituraron en una licuadora hasta obtener una pasta, la cual se exprimio con una malla de
tela para separar el material fibroso del extracto acuoso. El extracto se concentro cinco veces,

mediante evaporacion en una estufa a 65 °C, hasta obtener extracto blando.
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La presencia de fructanos en el extracto se determiné mediante cromatografia en capa fina
(TLC). Para ello, se aplicé 1,5 puL de sobrenadante en una placa de TLC (Silica gel en
ldminas de aluminio; Fluka, Alemania) y se introdujo en una cdmara cerrada que contenia
como solucién de corrida una mezcla compuesta por 1-butanol, 2-propanol y agua en una
proporcion 3:12:0,5 (v/v/v). El procedimiento se realizd tres veces. La placa se revelo
mediante la aplicacion de una solucién (butanol saturado 93 mL, acido octofosforico 85 %
7 mL, urea 3 g y etanol absoluto hasta obtener la transparencia de la solucion) y se incub6 a
80°C hasta que se visualizaron los perfiles. Se empleé como patrén de peso molecular un
extracto acuoso del bulbo de la Cebolla (Allium cepa L.).

La composicion de los fructanos del extracto concentrado se identificO mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La corrida se realizé en una columna (0,8
x 25,0 cm) de Nucleosil NH2 (Sigma, EE.UU.) con el empleo de acetonitrilo al 80% en agua
como solucion de elucion y un flujo de 0,4 mL min? a 37°C. Los azucares eluidos se

detectaron con un refractémetro diferencial (Knauer, Alemania).

Determinacion de toxicidad aguda oral

Se emplearon en el andlisis, Ratones Balb C, procedentes del Centro para la Produccién de
Animales de Laboratorio (CENPALAB). Con pesos corporales entre 20 y 22 g de 5-6
semanas. El nimero de animales, fueron tres animales/sexo/dosis, con periodo de adaptacién
de siete dias. Se les administrd la alimentacién y agua Ad libitum.

El analisis de toxicidad se realiz6 en el Instituto de Ciencias del Mar (ICIMAR). La toxicidad
aguda se determiné a partir de las recomendaciones descritas en el Protocolo No. 423 de la
OECD (Organizacién Econémica Europea para el Comercio y Desarrollo).*”) El estudio se
desarroll6 de acuerdo a los principios éticos y las guias establecidas para el cuidado y uso
de los animales de laboratorio.

Los ratones se pesaron antes del inicio del experimento para aplicar la dosis adecuada. Se
administrd el producto por via oral en una dosis Unica con canulas adaptadas a jeringuillas
de 1 mL graduadas en 0,02 mL. Se utiliz6 una dosis de prueba de 0,02 mL de extracto
blando/g del peso corporal. La dosis se calculé de forma que no se excedieran los 25 mL/kg
! El extracto y el vehiculo en el que se prepararon las soluciones (H20) se administraron a

tres animales de cada sexo. Los animales a los que se les suministré el vehiculo se emplearon
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como control. La noche antes del estudio se retird el alimento y transcurridas las horas de
ayuna se inicio el experimento.

Inmediatamente de realizada la administracion se comenzaron las observaciones de cada
raton en estudio. Los signos de toxicidad se registraron en términos de tiempo, duracién e
intensidad. Se observaron durante 1, 2, 4, 6 y 8 horas posadministracion. En los 14 dias
restantes las observaciones se realizaron una vez al dia en el horario de la mafiana. Los
ratones se pesaron a los 7 y 14 dias. Al concluir el periodo de administracion, todos los
sobrevivientes se sacrificaron bajo atmdsfera de éter y se realizd una observacion
macroscopica minuciosa de cada 6rgano y tejido en el momento de la autopsia. Si se observa
algun dafio macroscopico se procede a realizar un analisis microscopico del 6rgano o tejido
afectado.

Analisis estadistico

Los datos del peso corporal y consumo de alimentos se expresaron como la media + DS. Las
diferencias entre las medias se determinaron mediante un analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA) y test de rangos maltiples de Dunnett, en todos los casos se

tomo un nivel de significacion de p < 0,05.

Resultados

El extracto concentrado procedente de A. offoyana se analizd6 mediante TLC donde se
observo la presencia de fructanos de bajo y alto peso molecular en la fase de crecimiento
adulto de la planta. En cuanto al estudio cualitativo de la composicion del extracto mediante
HPLC, se observo en el cromatograma la presencia de fructanos desde moléculas con grado
de polimerizacion (GP) 3 hasta GP 7; esta técnica no permite separar moléculas con mayor
GP. EIl polimero con mayor concentracion (segun el area bajo la curva) es el compuesto por
tres unidades de fructosa.

La administracion de dosis Unicas del extracto de fructanos de A. offoyana, no provocé
efectos de toxicidad en ratones Balb C de ambos sexos. No se produjeron muertes durante
las primeras 24 h ni en los 14 dias de observacion posteriores a la administracion. Sin

embargo, durante la primera hora después de suministrado el producto, se observo la
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disminucion de la actividad exploratoria en todos los animales y piloereccion en un macho
y en una hembra. A las 2 h los animales recuperaron su actividad motora espontanea, aunque
se mantuvo la piloereccién en los dos individuos. A partir de las 3 h los animales recuperaron
sus habitos y conductas normales. La administracion del extracto no provoco alteraciones en
el consumo de alimento de los animales bajo estudio. La autopsia de los ratones a los 14 dias
revel6 que los dérganos, tejidos y cavidades tenian normales su morfologia, coloracion y
tamanio.

El andlisis estadistico de los datos referidos al peso de los animales a los 7 y 14 dias de
administrada la dosis no reveld diferencias significativas entre el grupo control y los

experimentales (Tabla 1).

Tabla 1- Peso corporal de ratones Balb C de ambos sexos administrados con dosis orales de
extracto del tallo de A offoyana

Grupo
Peso corporal
Machos Hembras
Administrados con el Administrados con el

Grupos Control producto Control producto
Peso inicial 19,9+0,2 20,0+£0,2 18,9+0,3 20,2+0,1
Peso a los 7 dias 249+0,1 252+0,3 225+0,2 239+0,2
Peso a los 14 dias 28,0+0,2 29,2+£0,1 248 +£0,1 252+0,2

Nivel de significacion de p < 0,05. En ningln caso se detectaron diferencias significativas para ese valor de significacion.

Discusion

En un estudio se observé la presencia de fructanos de bajo y alto GP en tallos y la base de
las hojas de diferentes especies de agaves, y se destaco que las plantas adultas presentaron
una baja concentracion de azucares libres y fructanos con mayor GP.® Estos polimeros son
el principal carbohidrato de reserva presente en los tallos de las plantas de Agave.*?

Al analizar la composicion de los fructanos en plantas de Agave salmiana Otto ex Salm Dyck
y Agave tequilana Weber, en fase adulta. Se detecto la presencia de fructanos mayores a
cuatro GP.®% Ademas, en otro trabajo al examinarlos carbohidratos de A. salmianase
determind presencia de azlcares como fructosa, glucosa, sacarosa, xilosa y maltosa, en el

tallo y la base de las hojas.®?

Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




eCiMED

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

En un estudio de toxicidad con el extracto de Agave angustifolia Haw no se indujo la muerte
en ratones, incluso a dosis altas (2000 mg/kg™). El tnico efecto colateral que se aprecio a
las 24 h del tratamiento, fue una leve disminucion de la actividad motora de los animales, la
cual se asocidé a una depresion general del sistema nervioso central. Los érganos como el
riidn, el higado y el bazo de los animales que se sacrificaron no mostraron sefiales de dafio
macroscopico.?? Por otra parte, en otro analisis no se reportaron muertes con la utilizacion
de fructanos comerciales Metlin® y Metlos® obtenidos de A. tequilana, por lo que se
concluyd que estos productos no son toxicos a las dosis administradas. Ademas, no
reportaron cambios macroscopicos ni microscopicos en los tejidos y érganos.®)

Al evaluar los efectos fisiometabolicos de los fructanos de A. salmiana con cinco
concentraciones de fructanos del 5 al 20 % (p/p), como suplemento dietético en ratas Wistar
sanas. Se evidencié que las funciones renal y hepatica no se vieron afectadas
significativamente en ningdn tratamiento.?¥ En otro trabajo se evalué el efecto de los
fructanos de A. fourcroydes en la dieta de ratones y no reportaron cambios en el consumo y
el peso corporal.®)

La especie A. offoyana se caracteriza ademas por la presencia de otros metabolitos
secundarios como las saponinas. En hojas y flores de esta especie se estudio la fitotoxicidad
de las saponinas esteroidales sobre plantas de Lactuca sativa.?%?") A pesar de ello, las
saponinas presentan disimiles propiedades bioldgicas, entre las que se resaltan su capacidad
antitumoral, fungicida, molusquicida, su actividad hemolitica y antiinflamatoria.?® Su
funcionalidad y su grado de toxicidad se relacionan estrechamente con su diversidad
estructural y conformacion, ademas de su concentracion.®

Es necesario sefialar, que la bibliografia consultada sobre la especie Agave offoyana refiere
la presencia de saponinas en hojas y flores, sin embargo, no se hace alusion a la presencia
de saponinas en tallo. En el presente estudio, el extracto que se caracterizd y se determind
su toxicidad provenia del tallo de plantas adultas, por lo que se puede inferir que, a la dosis
utilizada, la concentracién de saponinas no tuvo efecto toxico en los animales.

Se puede concluir que el extracto de fructanos de A. offoyana no es toxico a la dosis evaluada
en ratones Balb C de ambos sexos, por lo que podria considerarse su empleo en la
alimentacion y la medicina, una vez que se completen los estudios toxicoldgicos,

farmacoldgicos y de composicion quimica.
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