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Abstract: Steroidal saponins from the plant Agave brittoniana with activity against the parasite 7richomona
vaginalis. The genus Agave (Agavaceae), includes more than 300 species; around 16 of them show an homoge-
neous distribution throughout Cuba. Agave brittoniana (ssp. brachypus), is an endemic subspecies that grows in
the central region of the country and its leaves are traditionally used in the treatment of parasitic diseases. The
parasite Trichomonas vaginalis causes the disease known as trichomoniasis, that infects the genital tract. To
test in vitro the plant against Trichomona vaginalis, the dried and powdered leaves were extracted three times
with ethanol-water (7 : 3) by maceration at room temperature. The solvent was removed under reduced pressure
and the extract was suspended in distilled water, defatted with n-hexane, and extracted with water-saturated
n-butanol. After solvent removal, a portion of the n-butanol extract was hydrolyzed. After extraction with ethyl
acetate the hydrolysis products were compared with authentic sapogenins samples using thin layer chroma-
tography (TLC). Most of the sapogenins (yuccagenin and diosgenin) were isolated and their structures were
confirmed. using nuclear magnetic resonance (NMR) experiments. The n-butanol extract was subjected to a
separation process through column chromatography to obtain five fractions. After multiple separation processes
by reversed phase high performance liquid chromatography (HPLC), the most active one produced one refined
fraction that contained two saponins with the same aglycone (diosgenin) and one yuccagenin based saponin.
Best results of the activity were obtained with the yuccagenin derived glycoside. Rev. Biol. Trop. 56 (4): 1645-
1652. Epub 2008 December 12.

Key words: Anti-parasitic, Agave brittoniana, Trichomona vaginalis, steroidal saponins.

El parasito Trichomonas vaginalis provoca
la enfermedad conocida como trichomonosis o
tricomoniasis, que es una infeccién de tracto
genital y fue descubierta en el afio 1826 por el
investigador francés Donné (Michel 1995).

Esta enfermedad, que afecta a una gran
cantidad de personas en todo el mundo, produ-
ce una vulvovaginitis de leve a grave que puede
danar la uretra y el endocervix (Garcia.1993).
Los parasitos no pueden vivir de forma natural
sin estrecha relacion con el tejido vaginal, poco
después de llegar a éste proliferan y producen
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degeneracion y descamacion del epitelio vagi-
nal, con infiltracion leucocitaria y aumento de
las secreciones (Llop et. al. 2001).

En el hombre, el microorganismo habita
en la uretra, prostata y vesiculas seminales,
pero rara vez produce uretritis o alglin otro sin-
toma (Krieger 1995), por lo tanto, las mujeres
con frecuencia son contagiadas repetidamente
por sus compaiieros de relaciones sexuales
ya que no saben que ellos estan infectados.
Los tratamientos mas utilizados para comba-
tir esta enfermedad estan basados en el uso
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del Metronidazol, asi como otros derivados
de S-nitroimidazoles (Inceboz et. al. 2004,
Cudmore et. al.2004, Crowell et. al. 2003).

Sin embargo, el numero de personas resis-
tentes a estos medicamentos ha aumentado, lo
cual indica que el parasito se estd adaptando a
los mismos por lo que se trabaja intensamente
en la busqueda de otros compuestos que sean
eficaces. (Kulda et. al. 1982, Kulda et. al.1993,
Kulda 1999, Meri et. al.. 2000)

En este sentido una alternativa es el uso de
plantas medicinales por lo que en este trabajo
se presentan los resultados de la evaluacion de
extractos y productos obtenidos de hojas de
la planta endémica cubana Agave brittoniana
Trel. subespecie brachypus (fam. Agavaceae)
frente a este parasito.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del “crudo de saponinas”:
El material vegetal (hojas) fue colectado
en las inmediaciones de la zona protegida
“Cubanacan”, en las afueras de la ciudad de
Santa Clara. Este se cortd en pequefios peda-
70s que se secaron en una estufa a 40 °C hasta
obtener un peso constante (aproximadamente
10 dias) y se moli6 hasta polvo fino. Este polvo
se macerd en una mezcla de etanol y agua (7:3
v/v, 3 x 48 horas) a temperatura ambiente y en
la oscuridad. Los extractos etanolicos se unie-
ron y evaporaron a vacio.

Se disolvieron en agua 10 g del extracto
etanodlico y se extrajo varias veces en un embu-
do de decantacion, primero con n-hexano (des-
engrase) y después con n-butanol saturado en
agua, evaporando al vacio el disolvente (crudo
de saponinas).

Hidrdlisis del “crudo de saponinas”: Se
disolvieron 5,0 g del extracto de saponinas en
75 mL de etanol y se afiadieron 75 mL de HCI
de concentracion molar equivalente 2 mol/L.
La solucién se reflujé durante tres horas des-
pués de lo cual se concentrd hasta la tercera
parte de su volumen inicial, se disolvié con
igual cantidad de agua y se extrajo con acetato
de etilo. La solucidn orgéanica se seco y se con-
centr6 a sequedad.

Separacion y caracterizacion de los agli-
cones: La separacion se realizo utilizando la
técnica de cromatografia de columna (CC) con
silicagel como fase estacionaria. Como disol-
ventes para la elusion se utilizaron n-hexano y
mezclas de n-hexano/ acetato de etilo en pro-
porciones 1:1, 3:2 'y 2:3

Para la caracterizacion de los aglicones
se utilizé la cromatografia de capa delgada
(CCD), espectroscopia infrarroja (IR) y reso-
nancia magnética nuclear protonica y de carbo-
no (RMN 'Hy 13C).

Fraccionamiento del “crudo de saponi-
nas”: En una columna se cromatografiaron 10
g del crudo de saponinas utilizando silicagel
fase inversa y como eluyentes mezclas de
metanol: agua en proporciones 2:3, 3:2, 4:1
(v:v) y agua sucesivamente.

A partir de las fracciones de interés asi
obtenidas y mediante la utilizaciéon combina-
da de las técnicas cromatograficas de media
(MPLC) y alta (HPLC) presion utilizando
columnas de silicagel fase inversa y una mezcla
MeOH: agua (8:2) como fase modvil, se obtu-
vieron los glicosidos que fueron evaluados.

Determinacion de la actividad contra
Trichomonas vaginalis: En un frasco esté-
ril, se anadieron 90 mL de medio de cultivo
“Diamond”, 10 mL de suero fetal bovino, 500
UI de Penicilina y 50 mg de Estreptomicina.
Posteriormente se adiciond un indculo de 2000
T vaginalis/ml y se incub6 a 37°C durante 48
horas.

A partir del cultivo en masa de 48 h de
incubacion (en fase de crecimiento logaritmi-
co), se prepard un cultivo madre ajustandose
el mimo a una concentracion de 1 x 10° T,
vaginalis/ml. El volumen de cultivo madre a
preparar se calcul6 teniendo en cuenta la can-
tidad de tratamientos, grupo control, niimero
de réplicas, volumen de cada réplica, volumen
final de cultivo a preparar y la concentracion
inicial y final de 7" vaginalis por ml. Del culti-
vo madre se pasaron 2 ml a tubos de cultivo de
13 x 100 y se incubaron a 37°C y 5 % de CO,.
Después de 6 horas de incubacion, se realizd
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una valoracion del crecimiento mediante con-
teo de células vivas en camara de Neubauer a 6
tubos controles. De ser el crecimiento superior
o cercano a 103 células por ml se procede a
afladir los productos a ensayar disueltos en
agua a distintas concentraciones (tres réplicas
de cada uno)

De la misma forma se procedié con una
solucion de metronidazol (2, 1 y 0.5 pg/ml) que
se utiliz6 como control.

Para la determinacion de los porcentajes
de actividad citostatica y de reduccion se utili-
zaron los siguientes formulas:

ICC = Media conteo (24 - 48 horas) /
media conteo del control 6 horas

ICP = Media conteo producto /
media conteo del control 6 horas

% de Crecimiento producto = ICP .100 / ICC

% de Actividad Citostatica =
100 - % de crecimiento producto
(cuando se cumple ICP >=1)

% de reduccion = 100 — % de crecimiento
producto (cuando se cumple ICP <1)

ICC = Indice de crecimiento del control
ICP = Indice de crecimiento del producto
% de reduccion = % de actividad citocida

Cuando el indice de crecimiento de cada
producto es menor a 1, se calcula % de reduc-
cion, por el contrario si mayor o igual a 1 se
procede a calcular el % de actividad citostatica.

A los productos analizados se les deter-
mino su actividad citocida (% de reduccion),
cuando el cultivo tiene menos parasitos que el
indculo inicial, o su actividad citostatica (% de
actividad citostatica), en el caso contrario. El
primero de estos parametros es el que corres-
ponde a los mejores resultados.

RESULTADOS

Estudio del extracto n-butanélico: A
partir de 10 g de extracto hidroalcoholico se
obtuvieron 6.2 g del crudo de saponinas que
resultd ser activo frente a Trichomona vagina-
lis. Como resultado de la hidrdlisis y el estudio
cromatografico se constatd la presencia de
Clorogenina (5a., 25R - espirostano-3f3, 6a.-diol),
Hecogenina (3p-hidroxi-5a, 25R-espirostan-
12-ona), Tigogenina (5a, 25R-espirostan-3f3-
ol), Rockogenina (5o, 25R-espirostano-3p,
128-diol), pB-Sitosterol (A3-estigmastan-3p3-
ol ), Diosgenina (25R-espirost-5-en-3f3-ol) y
Yucagenina (25R-espirost-5-en-2a, 3p-diol.).
Los dos ultimos, que resultaron ser los mas
abundantes, fueron separados por CC y se
registraron sus espectros IR y RMN para con-
firmar su estructura,

Estudio de las fracciones obtenidas del
crudo de saponinas: En el proceso de sepa-
racion de este extracto se obtuvieron varias
fracciones, tres de ellas (F-1I, F-III y F-IV)
constituidas por glicésidos.

Estasfueronevaluadas frentea 7richomonas
vaginalis a concentraciones de 500, 100 y 10
pg/ml (Cuadro 1; Cuadro 2).

A partir de esto preparamos un nuevo
experimento con F-III y F-IV que son las frac-
ciones que mostraron los mejores resultados.
En este caso se utilizaron concentraciones de
40, 20, 10 y 5 pg/ml, para aproximarnos al
valor de la minima concentracion letal.

Como apreciamos en el Cuadro 3, a meno-
res concentraciones es F-IV quien mantiene su
efectividad por lo que se continud el trabajo
con ésta aislando los glicésidos mayoritarios
que ya a habian sido anteriormente caracteri-
zados (Macias et. al.) y que responden a los
nombres de Agabrittonosidos A, B y C que
son saponinas esteroidales derivadas de la
Yucagenina, la primera y de la Diosgenina, las
dos restantes (Fig. 1).
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CUADRO 1
Datos de los espectros de RMN H' y C13 de la yucagenina y diosgenina en CDCI,

TABLE 1
Data from the spectra H' NMR and C" of yuccagenin and diosgenin in CDCI

Posicion Yucagenina d. Diosgenina o, Posicion Yucagenina . Diosgenina 9.
1 39,1 37,2 15 31,8 32,0
2 72,3 31,5 16 80,9 80,8
3 76,6 71,6 17 62,0 62,1
4 44,9 44,2 18 16,3 16,3
5 139,5 140,8 19 20,4 19,4
6 122,0 121,3 20 41,6 414
7 32,0 32,0 21 14,5 14,5
8 30,8 31,4 22 109,5 109,3
9 49,9 50,0 23 31,3 314
10 38,3 37,2 24 28,8 28,8
11 20,9 20,8 25 30,3 30,2
12 39,7 39,8 26 66,9 66,8
13 40,3 40,2 27 17,1 17,1
14 56,4 56,5

'H RMN (CDCly) 13C RMN (CDCly)

Yucagenina: 3,59 (1H, H-2); 3,32 (1H, H-3); 5,38 (1H, d, J=5,2 Hz, H-6); 4,41 (1H, ddd, H-16), 3,37 (1H, dd J=10,6;
11,0 Hz, H-26); 3,48 (1H, dd H-26); 1,12 (3H, d, J=6,8 Hz, H-21); 0,67 (3H, d, J=5,9 Hz, H-27); 0,82 (3H, s, H-18); 1,08
(3H, s, H-19).

Diosgenina: § 5,37 (1H, d, J=5,3 Hz, H-6); 4,43 (1H, ddd, H-16), 3,38 (1H, dd J=10,6; 11,0 Hz, H-26); 3,48 (1H, m H-26);
1,12 (3H, d, J=6,8 Hz, H-21); 0,67 (3H, d, J=5,9 Hz, H-27); 0,84 (3H, s, H-18); 1,02 (3H, s, H-19).

l'ln.
1, R,=OH, R,=S, Agabrittonosido A
2,R;=H, R=S, Agabr1tt0n051doB
RZO 3,R=H,R= S3 Agabrittonosido C
Glc Glc
%H/HO %o% MH/HO %/oj;?
OH
OH Gal
HO O Gle 5L o Gle'
o)
H%;%O{I SZ O/ Rha s3
Xyl HO—1% e

Fig. 1. Estructuras de las saponinas aisladas / Fig. 1. Structure of the isolated saponins.
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CUADRO 2
Resultados de la evaluacion “in vitro” frente a Trichomonas vaginalis a concentraciones de 500, 100y 10 ug/ml

TABLE 2
Results of the “in vitro” assessment against Trichomonas vaginalis at 500, 100 and 10 ug/ml concentrations

Fraccion Concent. 24 Horas 48 Horas
ng/ml % Reduc. % Act. Citost. % Reduc. % Act. Citost.
F-lI 500 10.82 63.45
100 0.00
10 0.00
F-I11 500 100.00 100.00
100 100.00 100.00
10 0.00 0.00
F-1IV 500 100.00 100.00
100 100.00 100.00
10 99.69 99.68
Metronidazol 2 100 100.00
1 99.42 99.76
0.5 98.65 98.04
CUADRO 3

Resultados de la evaluacion “in vitro” de las fracciones I1II y IV a concentraciones de 40, 20, 10y 5 ug/ml

TABLE 3
Results of the “in vitro” assessment of the III and 1V fractions at 40, 20, 10 and 5 pg/ml concentrations

Fraccion Concent. 24 Horas 48 Horas
ng/ml % Reduc. % Act. Citost. % Reduc. % Act. Citost.

F-111 40 98.75 95,07

20 2.62 18.21

10 0.00 17.22

5 0.00 0.00
F-IV 40 100.00 100,00

20 100.00 100,00

10 99.74 98,84

5 71.28 21.52

Realizamos un nuevo experimento uti-
lizando el producto Agabrittondsido A y la
mezcla de Agabrittondsidos B y C, a concentra-
ciones de 100, 10 y 1 pg/ml (Cuadro 4).

De los glicosidos probados el
Agabrittondsido A present6 una elevada activi-
dad a concentraciones de 100 y 10 pg/ml con
porcentajes de reduccion de 100 o muy cerca-
nos, indicador que disminuyo al trabajar a con-
centraciones de 1 pg/ml lo que constituye una
actividad moderada si la comparamos patron

de metronidazol, que mantiene altos valores de
reduccion incluso a 0.5 pg/ml (Cuadro 5).

DISCUSION

Estudio del extracto n-butandlico:
Teniendo en cuenta que el extracto n-butano-
lico presentd actividad frente a Trichomona
vaginalis se procedio a la caracterizacion del
mismo. De acuerdo a la procedencia de este
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CUADRO 4
Resultados de la evaluacion “in vitro” de los glicosidos mayoritarios en la fraccion IV

TABLE 4
Results of the “in vitro” assessment of the principal glycosides in the IV fraction

Productos Concent. 24 Horas 48 Horas
ng/ml % Reduc. % Act. Citost. % Reduc. % Act. Citost.

Agabrittondsido A 100 100.00 100.00

10 99.71 97.31

1 21.21 13.59
Mezcla de Agabrittondsidos By C 100 100.00 100.00

10 81.34 59.21

1 4.94 10.95

CUADRO 5

Resultados de la accion del metronidazol frente a Trichomonas vaginalis

TABLE 5
Results of the metronidazol action against Trichomonas vaginalis

Producto Concent. 24 Horas 48 Horas
ug/ml % Reduc. % Act. Citost % Reduc. % Act. Citost
Metronidazol 2 99.67 100.00
1 99.18 99.72
0.5 98.19 98.79

producto asi como los resultados de la determi-
nacion cuantitativa de los metabolitos (Guerra
et. al.) se constato un alto contenido de saponi-
nas esteroidales.

De este extracto fueron aisladas las aglico-
nas mayoritarias, confirmandose su naturaleza
a partir del estudio espectroscopico.

En el espectro IR de la Diosgenina se apre-
ciaron las bandas caracteristicas de la vibra-
cién de valencia O-H en 3400 cm™' y C-O en
1050 cm™!. También se apreciaron las sefiales
en 850, 900, 920 y 985 cm™!, con mayor inten-
sidad en la de 900 cm™! respecto a la situada en
920 ¢cm ' lo cual confirma una configuracion
“R” alrededor del C- 25.

En el espectro protonico se observa como
sefial mas desblindada un doblete en 5,37 ppm
que asignamos al proton enlazado a C-6 (sp,)
que acopla con los dos protones de C-7. La

1650

sefal en 4,43 ppm corresponde a H -16a y es
debido al acoplamiento con los protones 156,
150 y 17. Las sefiales que aparecen en 3,48
y 3,38 ppm se asignaron a H-26p y H-26a
respectivamente.

Las sefiales de los protones correspondien-
tes alos metilos C-18 y C-19 que aparecen como
singletes y la de los protones correspondientes
a los metilos C-21 y C-27 que aparecen como
dobletes, se corresponden a las reportadas en la
literatura para la Diosgenina.

En el espectro de RMN '3C se destacan
como la sefiales mas desblindadas las situa-
das en 140,8 y 121,3 que asignamos a C-5 y
C-6 respectivamente, lo cual se corresponde
con el hecho que estos carbonos poseen
hibridacién sp,.

En ese orden le sigue una sefial en 109,3
ppm que corresponde a C-22, que es el punto
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de unioén entre los anillos E y F y esta direc-
tamente unido a dos atomos de oxigeno. Las
sefiales de los atomos de carbono del anillo F;
C-23, C-24, C-25, C-26 y C-27 que son diag-
nosticas de estos compuestos aparecen en 31,4
; 28,8; 30,2; 66,8 y 17,1 ppm respectivamente
indicandonos que estamos en presencia de un
(25R) espirostano.

En el caso de la Yucagenina el espectro IR
mostrod las bandas caracteristicas de la vibra-
cion de valencia O-H en 3400 cm™ y C-O en
1050 cm’!. También se apreciaron las sefiales
en 850, 900, 920 y 985 cm™!, con mayor inten-
sidad en la de 900 cm™! respecto a la situada en
920 ¢cm ' lo cual confirma una configuracion
“R” alrededor del C- 25. Este espectro es per-
fectamente superponible con el del patron.

En el espectro de RMN protonico se obser-
va como la sefial mas desblindada un dupleto
en 5,38 que asignamos al proton enlazado a
C-6 (sp,) que acopla con los dos H del C-7. El
cuarteto que aparece en 4,41 ppm corresponde
aH-16y es debido al acoplamiento con los pro-
tones 150, 15ay 17p. Las sefiales que aparecen
en 3,59 y 3,32 ppm la asignamos a los proto-
nes H-2 y H-3 respectivamente, en 3,48 ppm
aparece un doblete de doblete correspondiente
a H-26p y otra sefal en 3,37 ppm asignada a
H-260.. Las sefiales de los protones correspon-
dientes a los metilos C-18 y C-19 que aparecen
como singletes y la de los protones correspon-
dientes a los metilos C-21 y C-27 que aparecen
como dobletes se corresponden a las reportadas
en la literatura para la Yucagenina.

En el espectro de RMN '3C de este com-
puesto se destacan como las sefales mas des-
blindadas las situadas en 139,5 y 122,0 ppm
que asignamos a C-5 y C-6 respectivamente
lo cual se corresponde con el hecho que estos
carbonos poseen hibridacion sp,.

En ese orden le sigue una sefal en 109,5
ppm que corresponde a C-22, que es el punto
de unidn entre los anillos E y F y esta direc-
tamente unido a dos atomos de oxigeno. Las
seflales de los atomos de carbono del ani-
llo F; C-23, C-24, C-25 , C-26 y C-27 que
son diagnosticas de estos compuestos apa-
recen en 31,3 ; 28,8; 30,3; 66,9 y 17,1 ppm

respectivamente indicandonos que estamos en
presencia de un (25R) espirostano.

De esta forma se confirmo la estructura de
los aglicones que en mayor proporcion apare-
cen en el extracto lo que hizo suponer que tam-
bién la mayoria de los glicésidos procedieran
de estas.

En el proceso de fraccionamiento inicial-
mente fueron obtenidas cinco fracciones, la
primera, un soélido de color pardo claro forma-
do por los compuestos mas polares del extracto,
probablemente azlicares libres, mientras que
la ultima, un sélido grasiento de color verde
oscuro formada por clorofilas y otros constitu-
yentes menos polares. Las mas activas fueron
las fracciones intermedias (F-II, F-III y F-IV),
constituidas por los glicdsidos.

Estudio de las fracciones obtenidas del
crudo de saponinas: La fraccion F-IV es la
que mejor actividad mostré6 en este experi-
mento, pues aun a una concentracion de 10
pg/ml mantuvo un elevadisimo porcentaje de
reduccion, mientras que en F-III la actividad
cae bruscamente de 100 % de reduccion a 100
pg/ml hasta ser nula a 10 pg/ml. La Fraccion
IT fue la de peor comportamiento pues a la
maxima concentracion tuvo actividades citos-
taticas de solo 10.82 y 63.45 % a las 24 y 48
horas respectivamente y su actividad fue nula
a concentraciones inferiores. De acuerdo a su
comportamiento cromatografico, la polaridad
de los glicosidos disminuye de la fraccion II a
la IV, lo que indica que la actividad fue dismi-
nuyendo en la medida que aumenté la polari-
dad de las saponinas.

Estudio de los productos obtenidos: De la
fraccion IV pudo aislarse el Agabrittonésido Ay
una mezcla de los compuestos Agabrittonosido
B y C. El primero es una saponina derivada
de la yucagenina (Fig. 1) y presentd una ele-
vada actividad a concentraciones de 100 y 10
pg/ml con porcentajes de reduccion de 100
o muy cercanos, indicador que disminuyd al
trabajar a concentraciones de 1 pg/ml lo que
constituye una actividad moderada si la com-
paramos patréon de metronidazol, que mantiene
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altos valores de reduccion incluso a 0.5 pg/
ml (Cuadro 5). Los glicésidos que componen
la mezcla presenta como aglicon comun la
diosgenina y tuvieron un peor comportamien-
to, pues la elevada actividad que presentan
a 100 pg/ml cae rapidamente al disminuir la
concentracion.

Es de destacar que estas diferencias en
la actividad bioldgica son provocadas por
cambios muy a pequeilos en las estructuras de
estos compuestos; el hidroxilo que esta en la
posicion 2 del Agabrittondsido A no aparece en
los otros glicosidos mientras que las cadenas
glicosidicas sdlo se diferencian en la sustitu-
cion de una xilosa terminal por rhamnosa para
el Agabrittonosido C.

RESUMEN

El género Agave, familia Agavaceae, tiene mas de
300 especies, con aproximadamente 16 distribuidas en
toda Cuba. Una de ellas, el Agave brittoniana Trel. (ssp.
brachypus), es una subespecie endémica y sus hojas son
tradicionalmente utilizadas en el tratamiento de enferme-
dades parasitarias. Se realizaron estudios “in vitro” de la
actividad de productos de esta planta frente a Trichomona
vaginalis. Las hojas secas y pulverizadas fueron extraidas
tres veces con una mezcla de etanol-agua (7: 3) mediante
maceracion a temperatura ambiente. El disolvente fue
evaporado a presion reducida y el extracto fue suspendido
en agua destilada, desengrasado con n-hexano, y extraido
con n-butanol saturado con agua. Luego de una extraccion
con acetato de etilo, los productos de la hidrolisis fueron
comparados con patrones de sapogeninas mediante la cro-
matografia de capa fina (CCD). Aislamos las sapogeninas
mayoritarias (yuccagenina y diosgenina) y confirmamos
sus estructuras utilizando técnicas de resonancia magné-
tica nuclear. Por otra parte, el extracto n-butandlico fue
sometido a un proceso de separacion biodirigido mediante
cromatografia de columna, obteniéndose cinco fracciones.
Después de multiples separaciones, la mas activa rindid
una fraccion purificada con dos sapogeninas con el mismo
aglicon (diosgenina) y un glicésido de yucagenina. Los
mejores resultados de esta actividad fueron obtenidos con
el glicosido derivado de la yucagenina

Palabras clave: Antiparasitario, Agave brittoniana,
Trichomona vaginalis, sapogeninas esteroidales.
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