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Resumen

El funcionamiento intestinal, regula multiples actividades fisiologicas sistémicas,
entre ellas, la absorcidén de acidos grasos libres, y de carbohidratos provenientes
de la ingesta alimentaria y de la fermentacion por diversos microorganismos de la
flora normal. Actualmente se atribuyen a diversos microorganismos funciones de
tipo probidticas, las cuales han comenzado a ser relacionadas con diversos efectos
de tipo acumulativo, como es el sobrepeso y obesidad. La dieta mexicana, ha sido
desplazada, por el consumo de alimentos ricos en carbohidratos simples y pobres
en fibra dietética. Lo cual ha sido relacionado con el sobrepeso y obesidad. La
mayor parte de los microorganismos que tienen funciones probidticas se
encuentran en alimentos fermentados de origen lactico, no obstante que diversos
productos ancestrales, son el producto de la fermentacion, como el aguamiel y el
pulque, los cuales son productos fermentados, que requieren una mayor
investigacion. El presente trabajo, describe los procesos fisicos que permitieron la
purificacion de  a-oligofructosacaridos; su caracterizacion  bioquimica,
microbioldgica y su uso en dietas estandar referenciadas como la AIN-93G y la AIN-
93M para su utilizacion en modelos murinos que reproducen diversos procesos
patolégicos como Diabetes Mellitus, Sobrepeso e Insuficiencia hepatica, que tienen
como base la funcion y estructura celular intestinal; las cuales puede ser afectadas,
por diferentes moléculas, agregadas y eliminadas en la dieta; asi el presente
trabajo, sienta las bases para el uso de diversos productos prebioticos como
herramienta de investigacion basica en el area quimica y biolégica con
implicaciones en la salud humana, a través del uso de prebidticos obtenidos del

Agave.

Palabras clave: sobrepeso; flora normal intestinal; prebidticos; probioticos; a-

oligofructosacaridos



Abstract

Intestinal functioning regulates multiple systemic physiological activities, including
the absorption of free fatty acids and carbohydrates from food intake and
fermentation by various microorganisms of the normal flora. Currently, probiotic-type
functions are attributed to various microorganisms, which have begun to be related
to various cumulative effects, such as overweight and obesity. The Mexican diet has
been displaced by the consumption of foods rich in simple carbohydrates and poor
in dietary fiber. Which has been related to overweight and obesity. Most of the
microorganisms that have probiotic functions are found in fermented foods of lactic
origin, although various ancestral products are the product of fermentation, such as
aguamiel and pulque, which are fermented products that require greater
investigation. The present work describes the physical processes that allowed the
purification of a-oligofructosaccharides; its biochemical and microbiological
characterization and its use in referenced standard diets such as AIN-93G and AIN-
93M for use in murine models that reproduce various pathological processes such
as Diabetes Mellitus, Overweight and Liver failure, which are based on the function
and structure intestinal cell; which can be affected by different molecules added and
eliminated in the diet; Thus, the present work lays the foundations for the use of
various prebiotic products as a basic research tool in the chemical and biological
area with implications for human health, through the use of prebiotics obtained from

Agave.

Keywords: overweight; normal intestinal flora; prebiotics; probiotics; a-

oligofructosaccharides



Abstract

Le fonctionnement intestinal régule de multiples activités physiologiques
systémiques, notamment l'absorption des acides gras libres et des glucides
provenant de la prise alimentaire et de la fermentation par divers micro-organismes
de la flore normale. Actuellement, les fonctions de type probiotique sont attribuées
a divers micro-organismes, qui commencent a étre associés a divers effets
cumulatifs, tels que le surpoids et I'obésité. Le régime alimentaire mexicain a été
remplacé par la consommation d’aliments riches en glucides simples et pauvres en
fibres alimentaires. Ce qui a été lié au surpoids et a I'obésité. La plupart des micro-
organismes ayant des fonctions probiotiques se trouvent dans les aliments
fermentés d'origine lactique, bien que divers produits ancestraux soient le produit de
la fermentation, comme 'aguamiel et le pulque, qui sont des produits fermentés qui
nécessitent une enquéte plus approfondie. Le présent travail décrit les processus
physiques ayant permis la purification des a-oligofructosaccharides ; sa
caractérisation biochimique et microbiologique et son utilisation dans des régimes
alimentaires standards référenceés tels que AIN-93G et AIN-93M pour une utilisation
dans des modéles murins qui reproduisent divers processus pathologiques tels que
le diabéte sucré, le surpoids et l'insuffisance hépatique, qui sont basés sur la fonction
et la structure intestinale cellule; qui peut étre affecté par différentes molécules
ajoutées et éliminées dans l'alimentation ; Ainsi, le présent travail jette les bases de
l'utilisation de divers produits prébiotiques comme outil de recherche fondamental
dans le domaine chimique et biologique avec des implications pour la santé

humaine, grace a l'utilisation de prébiotiques obtenus a partir d'Agave.



Mots-clés: surpoids; flore intestinale normale; prébiotiques; les probiotiques;

a-oligofructosaccharides
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1. Introduccion

1.1 Biodiversidad en México

México ocupa el cuarto lugar en flora del mundo con 26,000 diferentes especies, es
el segundo lugar con el contenido de ecosistemas.

(https://embamex.sre.gob.mx/dinamarca/images/pdf/meganota.pdf)

México uno de los paises a nivel global como uno de los mas diversos, al formar
de un grupo selecto de naciones poseedoras de mayor diversidad de
biodiversidad, contando con casi el 70% de la diversidad mundial de especies

(anfibios, reptiles, aves y mamiferos y plantas vasculares).

Uno de los principales criterios para pertenecer al grupo es el endemismo, los otros
criterios son: diversidad de especies, diversidad de niveles taxondmicos superiores
(géneros, familias, etc.), y la diversidad de ecosistemas, incluyendo la presencia de

ecosistemas y de selvas tropicales. (https://www.biodiversidad.gob.mx/pais/quees)

En 1982 existia el Programa Nacional de Desmonte (Pronade) en México el cual
era auspiciado por la secretaria de agricultura y ganadera, su objetivo era el
desmonte de tierras ociosas, las cuales la mayor parte era selva perennifolia ya sea
alta o media y caducifolia, este programa causé 10 afios después el desmonte de
400, 000 ha de los estados, Jalisco, Veracruz, Campeche, Yucatan, Quintana Roo,
Sinaloa, Nayarit, Oaxaca, San Luis Potosi, Tamaulipas y Chiapas, a nivel nacional
se registré un desmonte de 24 millones de hectareas lo que corresponde al 12% del
territorio nacional. Los habitantes de las regiones afectadas perdieron el sustento
que generaban los bosques y selvas, este programa ocasion6 el aumento de la
pobreza extrema en el pais. México siendo uno de los 17 paises megadiversos
retne entre el 65 y 70% de las especies en su territorio
(https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1870-
34532014000200001).
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1.2 Diversidad biolégica de la especie Agave en México

El territorio mexicano es conocido por su de biodiversidad, y las especies de agaves
0 Mmagueyes pertenecientes a la familia Asparagaceae son un ejemplo muy
importante de esa biodiversidad y orografia de Meéxico. EI género Agave es
endémico del continente americano (aunque ahora se
encuentran agave introducidos en muchos sitios de los cuales no son endémicos),
como en zonas aridas y semiaridas de México, cuyo ecosistema es propicio para
el desarrollo de cactus y otras especies, que originalmente no corresponden a los
agaves. En territorio Nacional se han identificado hasta, aproximadamente 200
especies de Agave, de las cuales 166 se distribuyen en México y 119 son
endémicas [ 1, 2 ]. El subgénero Littaea contiene alrededor de 78 especies (Figura
1) mientras que el subgénero Agave incluye alrededor de 92 especies (Figura 2),
convirtiéndolo en el subgénero de mayor distribucién en todo México [ 3]. Los
subgéneros se distinguen por su gran inflorescencia, ya sea una espiga para el
subgénero Littaea (Agave angustifolia, agave espadin) o ramificada con paniculas
para Agave (Agavae cupreata, agave michoacano) [ 4 ]. La descripcion como es la
suculencia y rigidez de sus hojas le permiten almacenar agua y adaptarse a lo
extremo de la arido y la alta radiacion, también presentan un eficiente sistema de
absorcion de agua a través de sus raices y la limitada pérdida de agua por
transpiracion (tipo de metabolismos y estructura), son algunas de las adaptaciones
gue poseen los agaves para la vida en ecosistemas secos y pedregosos de la
orografia mexicana. Su metabolismo fotosintético tipo CAM (metabolismo acido de
las crasulaceas) les permite crecer en suelos y condiciones climaticas pobres en
nutrientes, soportando presiones ambientales adversas [ 2]. Estas adaptaciones
evolutivas que se reflejan en las expresiones morfolégicas, metabodlicas y
fisiol6gicas han permitido a los agaves vivir en una amplia variedad de ambientes,
ampliando su distribucién geogréfica, en la parte norte del continente Americano
[3,5].
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Numero de especies, por
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22

Figura 1. Distribucidon y nimero de especies del subgénero Littaea de Agave por
estados de los Estados Unidos Mexicanos (EUM). La intensidad del color es
proporcional al nUmero o especie.
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Figura 2. Distribucion y numero de especies del subgénero Agave Agave por
estados de México. La intensidad del color es proporcional al numero o especie.
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1.3 Tipos de agave

El género de agave cuenta con aproximadamente 200 diferentes especies de las
cuales 150 se encuentran en México lo que representa un 75% del grupo.
(https://www.gob.mx/agricultura/es/articulos/agave-planta-de-las-

maravillas#:~:text=El%209%C3%A9nero%20agave%20cuenta%20con,de%20este

%20grupo%20de%20plantas.) Uno de los nombres mas comunes que recibe esta

planta es maguey el cual refiere a una planta suculenta originaria de México, con
hojas largas y fibrosas terminadas con forma puntiaguda, este llega a tener de 10 a

20 hojas de color verde claro con una vida promedio de 15 afios.
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Tabla 1. Clasificacion Taxondmica

CLASIFIACION TAXONOMICA
Reino: Plantae (Planta)
Division: Magnoliophyta (Planta con
flores)
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagaceae
Subfamilia: Agavoideae
Género: Agave
Especie: Angustifolia, cupreata, etc
variedad: Arroquerio, michoacano,

paloma, eftc.
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1.4 Tipos de agave de mayor explotaciéon en México

e Jabali: Originario de Oaxaca, es muy sensible al clima frio, su tiempo de vida
es de 8 a 12 afios en este afo se considera su tiempo de madurez, se usa
principalmente en la produccion de mezcal.

e Coyote: Este puede alcanzar una altura de 2 m, la pifia producida es de
tamafo mediano, su tiempo de vida promedio es de 15 anos, el mezcal que
produce puede llegar a ser un poco mas denso y con olores poco predecibles.

e TJepextate o Pitzomel. Este es uno de los agaves mas longevos, ya que su
tiempo de vida es de 15 a 25 anos, su crecimiento es en suelos secos y poco
profundos, los olores y sabores que desprende al momento de ser destilado
pueden tener notas a maracuya, canela o tonos florales.

e Sierra Negra: La maduracion de tal tarda aproximadamente 25 afos, sus
hojas llegan a medir de 25 a 30 cm. La destilacion de este es limitada por su
reproduccion.

e Tobala: Su mayor relevancia es su tonalidad rosacea, este llega a tolerar
sequias, crece entre los pinos y encinos, los sabores perceptibles son
ahumados, ligeros y sutiles.

e Arroquerio: Es uno de los que se encuentran en peligro de extincién, por el
tiempo de vida ya que es de 18 a 25 anos, algunas veces puede llegar a vivir
30 afios, en el mezcal su sabor tiene notas a hierbas frescas.

e Agave tequilana azul: Es comunmente el agave utilizado para la produccion
del tequila ya que contiene un alto contenido de azucares en el nucleo de la
planta lo cual es ideal para la fermentacion de bebidas alcohdlicas. Su
madurez es entre los 8 y 10 afios de vida ya que su vida util es de 12 afios.

e Agave spp.: Resiste terrenos aridos, sus hojas llegan a medir de 1 a 2 metros,
de color blanco - azulado, llega a producir una flor la cual alcanza de 8 a 10
m de altura.

e Agave cupreata: Es originario de los estados de Guerrero y Michoacan, su
mayor caracteristica son sus espinas de color cobre. El mezcal obtenido de

esta planta tiene notas a frutos maduros o naranja al igual que ahumados.
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1.5 Enfoque histoérico social de la explotacion del Agave

Desde una perspectiva historica, los agaves han jugado un papel crucial en la vida
cotidiana de los seres humanos y las culturas mesoamercanas que se desarrollaron,
estas culturas explotaron de manera sustentable a estas especies, los que les
proporciono una amplia gama de recursos, desde vestido, almacecamientos,
gastrondmico, de construccion, alimento y produccion de bebidas alcohdlicas hasta
fuente de fibra. La obtencion de fibras de estas plantas fue quizas el primer uso que
se le dio al agave, ya que se utilizaba para ropa, cestas, redes, cuerdas y mas [ 4].
Se han utilizado varias especies como alimento, las flores hervidas y consumidas,
y hornos de barro para cocinar las semillas de agave o “pifias”. Este método fue una
practica ancestral que hoy en dia se utiliza para la produccion de bebidas destiladas
[ 6]. El uso del agave para producir los licores destilados conocidos hoy como
tequila, mezcal y otros aparentemente no era conocido por las civilizaciones
pasadas mesoamericanas, ya que la destilacidén se introdujo durante el proceso de
colonizacion europeo, conocido como la época Virreinal, sin embargo la produccion
de pulque, hidromiel o aguamiel se ha utilizado desde tiempos prehispanicos,
haciendo de estas bebidas las promotoras del cultivo del agave en las civilizaciones
mexicanas, precolombinas. Actualmente se conocen y registran mas de 70 usos

tradicionales para las especies del género Agave [ 7], clasificados en 22 categorias

[8].

Ademas, los residuos derivados de la elaboracion de bebidas destiladas, incluidos
los tallos florales, el bagazo (residuos solidos) y las vinazas (residuos liquidos),
tienen diversos usos. Las hojas, extraidas del corazon de la roseta de agave, se
utilizan comunmente en la preparacion de platos mexicanos, como en la “barbacoa”,
donde las hojas se asan y se utilizan para envolver la carne con especias para
cocinar, mientras que se han cocinado residuos de bagazo y vinaza. demostrado
como una buena alternativa al compost [ 9 ]. Estos desechos son subproductos ricos
en polisacaridos que pueden usarse para la produccion de olisacaridos de tipo
estructural oligofructosacaridos, que pueden utilizarse empiricamente en productos

complementarios para tratar la diabetes o la obesidad [ 2 ].
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1.6 Produccioén sustentable de agave y sus derivados

Las fibras de agave tienen una amplia variedad de usos: como alimento para el
ganado y en la elaboraciéon de diferentes artesanias, o productos comunes como
redes, cuerdas o textiles. En las zonas rurales, los agaves se utilizan ampliamente
como cercas vivas para mantener al ganado alejado de los cultivos o las casas, para
indicar caminos e incluso para la construccion [ 10 ]. Agave sisalana (sisal) y A.
fourcroydes (henequén) son las especies mas utiles para la obtencion de fibra y se
utilizan ampliamente como material de construccion estructural. EI Agave sisalana,
por ejemplo, sigue siendo una fuente importante de fibra en las plantaciones de
muchos paises de América Latina, Asia y Africa [ 11]. La fibra obtenida de agave
tiene hoy en dia una mayor ventaja sobre las fibras sintéticas, ya que es mas

asequible, tiene menor densidad, es ecoldgica y puede reciclarse [ 12 ].

Los agaves son muy conocidos en la industria de bebidas destiladas. El tequila y el
mezcal se han convertido en simbolos de México en todo el mundo, mientras que
el pulque, la bebida alcohdlica fermentada prehispanica, se considera una de las
primeras bebidas tradicionales derivadas del agave. La bacanora y la raicilla son
algunos de los destilados de agave menos conocidos ya que tienen un bajo nivel de

industrializacién en comparaciéon con el resto de bebidas destiladas [6 , 8 ].

El pulque es una bebida blanca fermentada que se puede obtener de una amplia
variedad de especies de agave como A. atrovirens , A. americana , A. salmiana y A.
mapisaga. Esta bebida se elabora mediante la fermentacién del hidromiel o
aguamiel, un extracto azucarado que se acumula dentro del nucleo del agave
maduro y que también se puede consumir fresco sin fermentar [ 13 ]. El pulque se
consume tanto en zonas rurales, donde incluso puede considerarse un alimento
importante en la dieta diaria, como en zonas urbanas, donde se puede encontrar en
pulquerias y restaurantes mexicanos. Actualmente se promueve el consumo de
pulque (alfa-oligofructosacarios) en parte para no perder una tradicién prehispanica
[ 14, 15], mas las implicaciones de salud es una vertiente que es adecuado seguir

explorando en la actual dieta humana.
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1.7 Aguamiel (prebioético)

Una de las bebidas mas ancestrales de México elaboradas a partir de agave es el
pulque, elaborado con especies como Agave salmiana, A. americana y A.

potatorum siendo los mas comunes.(https://ciatej.mx/el-

ciatej/comunicacion/Noticias/Bebidas-tradicionales-fermentadas-de-Mexico--alto-

potencial-biotecnologico/156). El pulque es una bebida con consistencia viscosa

con un alto grado alcohdlico, desde la época prehispanica los aztecas la elaboraban
para ceremonias religiosas, fermentando de manera espontanea de la savia del
agave, comunmente conocida como aguamiel (jugo de agaves maduros),
actualmente su elaboracion se rige en el altiplano central del pais por las culturas
nahuas y otomies; la microbiota del Pulque se ha sido estudiada, los
microorganismos producidos pueden ser, pectinas, inulinasas, y enzimas de tipo
glicosiltransferasas, tales como dextrasas, inulosacarasas, levansacarasas,
enzimas sintetizadoras de polisacaridos o polimeros constituidos de monosacaridos
como monomeros, ejemplos podrian ser, polimeros de glucosa o fructosa. Estos
tienen propiedades prebidticas o se pueden usar como biomateriales en el caso de

levanos e inulinas microbianas. (https://ciatej.mx/el-

ciatej/comunicacion/Noticias/Bebidas-fermentadas-de-agave/157).

1.8 Produccion y consumo de bebidas fermentadas

El uso de procesos de fermentacion se ha usado desde tiempos remotos como uso
de conservacion de alimentos, esto llevd a la creacién de diferentes tipos de
alimentos y bebidas en paises en vias de desarrollo. Estas bebidas fermentadas se
obtienen por medio del control de microorganismos o enzimas ya sean del mismo
alimento o externos, esto ocasiona un cambio en los componentes. Las bebidas
fermentadas se clasifican en no alcohdlicas y alcohdlicas, un ejemplo de las bebidas

no alcohdlicas es la fermentacién de la leche. En México se produce una gran
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variedad de bebidas alcohdlicas con diferentes ingredientes tales como: maiz,
maguey, agave, pifia, y bayas, donde se han utilizado varios tipos de
microorganismos. Las principales bebidas alcohdlicas reconocidas a nivel mundial
de México son: tequila, vino, vino de coyol, mezcal, bacanora, pulque, tejuino, tuba,

pozol, tepache, hidromiel, atole agrio, sotol, chorote, entre otros. (Tabla.2).

Tabla 2. Bebidas fermentadas en México

Bebida fermentada Sustrato Microorganismo o enzima utilizada
Atole agrio Maiz Bacterias lacticas
Cerveza Trigo u otros cereales Levaduras

Chaorote Maiz y cacac Bacterias lacticas
Coyol Palma {cocoyol) Levaduras y bacterias
Hidromiel Maguey salmiana Levaduras

Mezcal Agave Levaduras vy bacterias
Pozol Maiz Bacterias lacticas
Pulque Agave aguamiel Levaduras v bacterias
Sotol Maguey Levaduras

Tejuino Maiz Levaduras y bacterias
Tepache Maiz o pifia Levaduras y bacterias
Tequila Agave Levaduras y bacterias
Tuba Palma de coco Levaduras y bacterias
Vino Bayas Levaduras
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En el proceso fermentativo los microorganismos transforman los azucares y los
transforman en CO2, alcohol y otros compuestos, esto puede incrementar los
nutrientes disponibles en el alimento, durante el proceso los compuestos bioactivos
de la matriz del alimento son liberados, haciéndose disponibles para su absorcion.
Las bebidas fermentadas son fuentes de compuestos tales como, fenoles,
saponinas, carotenoides y antocianinas, etcétera. Estos compuestos han sido
relacionados como una prevencion de diversos padecimientos como enfermedades
cardiovasculares, hipertensidén, cancer, diabetes, y osteoporosis. Asi mismo las
bebidas fermentadas son una gran fuente de probidticos, estos estan relacionados
con la prevencion de problemas gastrointestinales, debido a que protegen al
organismo frente a bacterias patdégenas, mejorando las defensas y la respuesta
inmunoldgica, a nivel celular y humoral, previeniendo los procesos inflamatorios a

nivel intestinal. (https://www.ciad.mx/bebidas-fermentadas-mexicanas-beneficas-

para-la-salud/).
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Aguamiel Pulque

Figura 3. Bebidas prehispanicas producidas en México, provenientes de los agaves

cultivados en México
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1.9 Destilados de agave producciéon en México

El consumo de productos derivados del agave ha aumentado en los ultimos afios y
por ello su demanda esta creciendo rapidamente a nivel nacional e internacional,
principalmente la de las bebidas destiladas, en alambiques ancestrales o de metal
(Figura 4.). Esta demanda implica una mayor cantidad de oferta y tecnologia
moderna en los procesos productivos, disminuyendo asi los métodos y la artesania
tradicionales. Dicho esto, es importante enfatizar que dependiendo de la especie de
Agave y las condiciones locales de suelo, humedad y nutrientes, puede tomar entre
siete, diez 0 36 afios o mas (es decir, A. tequilana, A. patatarum, A. seemanniana ,
respectivamente) [ 4, 28 , 29 , 30] para que alcancen la madurez de cosecha, por
lo que si no se garantizan practicas sostenibles y entornos adecuados para los

individuos silvestres, el futuro de sus poblaciones podria estar en peligro.

Figura 4. Modelos de alambiques de metal para la destilacion de fermentados en

Mexico.
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El tequila es considerado la bebida mas representativa de México, generador de
empleo y divisas por sus ventas en el exterior. En 2016, Jalisco obtuvo $1,600
millones de dodlares en exportaciones de tequila al exterior creciendo a $2,300
millones de ddlares en 2020, mientras que la industria generé 100,000 empleos [ 16
, 17 1. El tequila se obtiene del Agave tequilana o agave azul, el cual sélo puede
cultivarse en regiones conocidas como Denominacion de Origen del Tequila (DOT).
Esto incluye los estados de Jalisco (126 municipios) con el 90% de la produccion,
Michoacan (30 municipios), Tamaulipas (11 municipios), Nayarit (ocho municipios) y
Guanajuato (siete municipios) [18]. Desde A. tequilana no es comun en la
naturaleza, el tequila se obtiene enteramente de plantas cultivadas. Ademas, para
evitar lo que se percibe como un desperdicio si se permite que las plantas florezcan,
los campos de agave se replantan con plantas jévenes de agave que son el
resultado de la reproduccion asexual de un subconjunto de las plantas originales en
el campo, lo que resulta en una pérdida grave, de la diversidad genética generacion
tras generacion [ 19]. Ademas, el tequila tiene los procesos de produccion mas
industrializados de todas las bebidas destiladas originadas a partir del agave. El uso
de autoclaves (ollas a presién alimentadas por vapor) para cocinar las cabezas de
A. tequilana es el método mas eficiente en la produccién de Agave destilados,
teniendo control de la relacion presion-temperatura y su tiempo de coccién muy
reducido en comparacion con los métodos artesanales [ 2, 20 , 21 ]. Sin embargo,
este proceso tiene importantes costes para la calidad y las caracteristicas
organolépticas del producto final, ya que el uso de difusores para la extraccion
exhaustiva de los azucares provoca la adicion de otros metabolitos secundarios al
mosto, el liquido sometido a destilacion, reduciendo la calidad del producto final. |
221].

El mezcal, a diferencia del tequila, se obtiene de mas de 50 especies de agave que
se encuentran principalmente en estado silvestre en México. En 2007, Colunga-
Garcia Marin afirmé que para la producciéon de esta bebida se utilizan al menos 56
taxones. Existe una amplia diversidad en la produccion de mezcal, la cual se debe
tanto a la diversidad de especies de agave utilizadas, como a la variedad de

procesos de produccion. Asi, mientras la produccion de tequila esta estandarizada
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e industrializada, la produccion de mezcal generalmente es artesanal variando entre
regiones por lo que su sabor, aroma, contenido alcohdlico y calidad depende de la
region de produccion, la especie de agave utilizada y el fabricante de mezcal a cargo
del mismo. [ 23]. Aunque la produccion de mezcal es generalmente artesanal,
también se utilizan procesos de produccion industriales y los llamados “ancestrales”.
Sin embargo, por lo general, el mezcal tradicional suele utilizar hornos de fosa o
piscinas de mamposteria para su fermentacion, la molienda se realiza con tahona o

molino chileno y la destilacion se realiza en alambiques de cobre o vasijas de barro.

Bacanora es el mezcal local del estado de Sonora y se obtiene de una variedad de
A. angustifolia, de la cual se deriva el mezcal espadin [ 24 ]. La variedad A.
angustifolia var. pacifica se diferencia principalmente en el cultivo del agave ya que
es un agave silvestre sin uso de fertilizantes ni pesticidas y su destilacion reemplaza
los alambiques de cobre por barriles de metal calentados con madera de mezquite.
Actualmente, pocos productores se dedican a la produccidén y comercializacion de
bacanora [ 25, 26 ].

La raicilla costera se obtiene de A. rhodacantha y A. angustifolia, mientras que la
raicilla montafosa se adquiere de A. maximiliana. Este era un mezcal popular entre
los mineros de las montafias de la Sierra Madre Occidental de Jalisco y su
produccion actualmente es artesanal solo localmente por alrededor de 70
productores en 2014 [2, 27 ] .
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1.10 Importancia social econémica de la agroindustria del Agave
1.10.1 Auge industrial de los productos de agave

En el caso del mezcal, esta tradicion en evolucidon y el aumento de la demanda ha
obligado a algunos productores a incorporar nuevas tecnologias e infraestructuras
para poder adaptarse a un mercado exigente y en rapido crecimiento, pero si se
pierden las practicas adecuadas de manejo de las poblaciones de agave, podria
resultar en una reduccion del tamano de la poblacidn y de la variabilidad genética.
Especies como A. tequilana para elaborar tequila o A. fourcroydes para fabricar
henequén, utilizan la propagacion clonal, donde se cultivan retofios del mismo
genotipo y asi se erosiona su diversidad genética generacion tras generacion. La
pérdida de diversidad genética conlleva una reduccién de su adaptabilidad a los

cambios ambientales y climaticos, patégenos y plagas[2, 23, 30].,31,32, 33].

Como ocurre con cualquier especie, la diversidad genética de las especies de Agave
es crucial para asegurar sus procesos evolutivos y adaptarse a un entorno
cambiante. La mayoria de las especies de Agave exhiben reproduccion sexual y
generalmente sufren polinizacion cruzada, lo que contribuye a una mayor diversidad
genética en la naturaleza. Sin embargo, muchas especies también exhiben
reproduccion asexual, lo que también puede ser util si hay pocos polinizadores
disponibles, pero podria ser perjudicial para la diversidad genética en los cultivos de
agave [ 23, 30, 31 ], como se puede observar estas condiciones biolégicas han
originado extensos territorios de siembra de especies, con las mismas

caracteristicas bioldgicas y genéticas, Figura 5.
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Figura 5. Paisaje Agavero de Jalisco como Patrimonio Cultural de la Humanidad
por parte de la UNESCO
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1.10.2 Mas alla de la produccién de destilados

Mas alla de la produccién de fermentados y sus derivados alcohdlicos que se

destilan, se debe de explotar la produccion moléculas bioactivas

Se recopilé de una base de datos actualizada de todas las especies de Agave
encontradas en México y la analizamos con criterios especificos segun sus
parametros bioldgicos para evaluar el estado de conservacion y conocimiento de
cada especie. Analizar el estado actual de todas las especies de Agave no solo
proporciona informaciéon crucial para cada especie, sino que también ayuda a
determinar cuales requieren proteccién especial, especialmente aquellas que se
utilizan o cultivan mucho para la produccion de bebidas destiladas. Realizamos una
extensa busqueda de revision de la literatura y compilamos el estado de
conservacion de cada especie utilizando los criterios principales de la UICN. Las
lagunas de informacion en la base de datos indican una falta de conocimiento e
investigacion sobre Agave especifico. Especie y valida la necesidad de realizar mas
estudios sobre este género. En total, se incluyeron en nuestro 2 de Agave, de las
cuales 89 pertenecen al subgénero Agave y 79 al subgénero Littaea. Agave lurida 'y
A. nizandensis, del subgénero Agave y Littaea, respectivamente, se encuentran en
grave peligro de extincién, debido a su endemismo, falta de conocimiento sobre
polinizadores y visitantes florales, y su estado de peligro segun la Lista Roja de la
UICN. Algunas especies estan en riesgo debido a la pérdida de diversidad genética
resultante de las practicas de produccion (por ejemplo, Agave tequilana), y otros
debido a la sobreexplotacion excesiva y desenfrenada de plantas silvestres, como
A. guadalajarana, A. victoriae-reginae, A. kristenii y otras. Dada la enorme
importancia econdmica y ecoldgica de las plantas del género Agave, nuestra
revision sera un hito para garantizar su futuro y la provisién continua de servicios
ecosistémicos para los humanos, ademas de alentar mas investigaciones sobre las
especies de Agave en un esfuerzo por mejorar la conciencia sobre sus necesidades
de conservacion y uso sustentable, y la implementacion de explotacion

sustentables.
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1.11 Actividad biolégica de los prebiéticos
1.11.1 Prebidticos

Entre los abundantes ingredientes alimentarios disponibles, algunos péptidos vy
proteinas, en particular lipidos y carbohidratos no digeribles, son componentes
de los prebidticos. Las estructuras quimicas de estos componentes no se absorben
en la parte superior del tracto gastrointestinal ni son hidrolizadas por las enzimas
digestivas de los humanos. Por lo tanto, estos ingredientes se denominan alimentos
para el colon. En los alimentos para el colon, los carbohidratos no digeribles se
encuentran de forma natural y cumplen con todos los criterios de los prebidticos.
Estos carbohidratos incluyen polisacaridos sin almidon, almidén resistente y
oligosacaridos no digeribles. Sin embargo, no todos son prebidticos. Para ser
clasificados como prebioticos, los carbohidratos deben cumplir los siguientes

criterios:

(a) son fibras dietéticas con un grado de polimerizacion (DP) entre tres y nueve, y
(b) las enzimas enddégenas producidas en el intestino delgado. No deberia
hidrolizarlos. Debe tenerse en cuenta que la fermentacién y la solubilidad de la fibra

generalmente no se reducen.

Los geéneros bacterianos que promueven la salud, como Lactobacillus y
Bifidobacterium, proliferan mediante la administracion de prebiéticos, de modo que
los metabolitos fermentados pueden ser absorbidos facilmente por el intestino de
los mamiferos y tener una influencia en la fisiologia del huésped (Figura 6). Los
prebidticos comparten varias caracteristicas con la fibra dietética, que incluye la

resistencia parcial o total a la digestion y fermentacion por parte de los transgénicos.

A través de la asimilacion caracteristica y selectiva de los prebiéticos mediante
fermentacién posterior, se produce una produccion de AGCC en niveles elevados,
que tienen efectos inmunomoduladores y metabdlicos en el huésped. En este caso,
también se observa una reduccion en el pH intestinal, creando un ambiente que

obstaculiza competitivamente el crecimiento de bacterias patdégenas. Algunos
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prebidticos previenen la adhesion de la microbiota patégeno al Tracto Gastro-

Intestinal TGl imitando un sitio de unién intestinal.

Figura 6. Corte histologico de la cresta del colon humano, corte de 30 micrometros,

con tincion de eosin-hematoxilina.
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1.11.2 Recomendaciones de consumo de los prebiéticos

La aplicacion de prebidticos es bien conocida en productos farmacéuticos y
productos para personas con diabetes (como edulcorante natural). La gran cantidad
de datos cientificos sobre los prebidticos se ha centrado en compuestos asociados
con dos grupos quimicos principales: fructooligosacaridos y galactooligosacaridos
(Figura 7). Pueden derivarse y/o extraerse de fuentes alimenticias como semillas,
cereales integrales, legumbres, raices de achicoria, alcachofas de Jerusalén,
cebollas, ajo y algunas verduras, pero en un estudio reciente se descubrié que
algunas plantas acuaticas (algas y microalgas) contienen prebioticos. Los
prebidticos incluyen una variedad de formas como fructooligosacaridos (FOS),
galactooligosacaridos (GOS), oligosacaridos de la leche humana (HMO), lactulosa,
lactosacarosa, inulina, almidones resistentes (RS), arabinoxilanos (AX),
xilooligosacaridos (XOS) y pectina. El presente trabajo se han prestado mas
atencion a los FOS como prebidtico para mejorar la salud humana, a través de los

modelos bioldgicos.
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Figura 7. Estructura quimica de a) fructooligosacaridos y b) galactooligosacaridos
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1.12. Diabetes Mellitus en la Actualidad
1.12.1 Resistencia a la insulina

La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células & del pancreas en
respuesta a diversos estimulos, siendo la glucosa el mas relevante. Su principal
funcidén es mantener la homeostasis glicémica y de otros sustratos energéticos. De
esta forma, posterior a cada comida la insulina suprime la liberacion de acidos
grasos libres mientras que favorece la sintesis de triglicéridos en el tejido adiposo.
Por otra parte, la insulina inhibe la produccién hepatica de glucosa, mientras que
promueve la captacion de glucosa por el tejido muscular esquelético y adiposo. En
un estado de RI, la accién de esta hormona a nivel celular esta reducida, lo que
aumenta la secrecion de insulina. Esto permite compensar el defecto en la accién
tisular y asi mantener la homeostasis glicémica. Este fenomeno da cuenta del
estado hiperinsulinémico, el cual es caracteristico en sujetos con RlI, particularmente

después de una comida alta en carbohidratos.
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2. Planteamiento del Problema

La diabetes y la obesidad son enfermedades metabdlicas que se han convertido en
condiciones alarmantes en las ultimas décadas. Su tasa de aumento se esta
convirtiendo en una preocupacion creciente en todo el mundo. Estudios recientes
han establecido que la composicion y disfuncion del microbiota intestinal estan
asociadas con el desarrollo de diabetes. Por este motivo, se han popularizado
estrategias como el uso de prebidticos para mejorar la estructura y funcidn
microbiana intestinal. EI consumo de prebidticos para modular la microbiota
intestinal da como resultado la produccion de metabolitos microbianos, como los
acidos grasos de cadena corta, que desempenan funciones esenciales en la
reduccion de los niveles de glucosa en sangre, la mitigacién de la resistencia a la
insulina, la reduccién de la inflamacion y la promocion de la secrecion del péptido 1
similar al glucagon en el huésped, y esto explica la remision observada de las
enfermedades metabdlicas. Los prebidticos pueden extraerse naturalmente de
materiales de carbohidratos no digeribles o producirse sintéticamente. Se
proporciona evidencia experimental que muestran la capacidad del consumo de
prebidticos para alterar el perfil microbiano intestinal, mejorar el metabolismo y las
funciones microbianas intestinales y mejorar la fisiologia del huésped para aliviar la
diabetes y la obesidad y la insulino-resistencia. Los prebioticos, tienen como origen
al producto de los agaves, especificamente a la fraccién de los carbohidratos, de
tipo alfa-oligo-fructosacaridos, estos como una alternativa viable y sostenible, para
la produccién y elebaoracidn de dietas tanto experimentales, como operativas
clinicamente para proporcionarse a seres humanos para el tratamiento integral de

la diabetes mellitus tipo II.
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3. Problema a Resolver

El creciente interés en los alimentos funcionales ha impulsado el descubrimiento en
el area de compuestos bioactivos. Los prebiéticos son compuestos de carbohidratos
no digeribles que, cuando se consumen, obtienen beneficios para la salud y ayudan
en la prevencion y el tratamiento de enfermedades croénicas. Si bien se ha
demostrado que los prebidticos mejoran una serie de afecciones inflamatorias
cronicas, existe cada vez mas evidencia de los efectos de los prebioticos sobre el
metabolismo de los carbohidratos y sus implicaciones en la salud humana, como
por ejemplo la debates mellitus y el sobrepeso, las cuales tienen implicaciones en
el fendmeno de la insulino-resistencia. Los mecanismos prebiodticos actuales para
mejorar la actividad antihiperglicemiante en la diabetes mellitus y la salud incluyen
alteraciones en la composicion del microbiota intestinal, produccion de acidos
grasos de cadena corta, alteracion del pH intestinal, modificacion de biomarcadores
y regulacion del sistema inmunolégico, asi como carbohidratos con bajo indice
glicémico. Si bien la mayoria de los datos disponibles apoyan una mejor
biodisponibilidad de carbohidratos, la evidencia emergente sugiere funciones
microbianas alternativas y la presencia de un intrincado eje de senalizacion intestino
y el metabolismo de los carbohidratos a nivel hepatico. En general, la literatura
cientifica actual respalda el consumo de prebidticos como un enfoque rentable y
sostenible para mejorar la salud del metabolismo de carbohidratos y/o la prevencion

de enfermedades como la diabetes mellitus tipo Il
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4. Justificacion

Los prebidticos son una clase de compuestos nutricionales categorizados juntos, no
necesariamente por afinidad estructural, sino por el potencial de promover el
crecimiento y/o la actividad de bacterias beneficiosas especificas (probidticos) en el
transgénico. El concepto de prebidticos adquiri6 reconocimiento gracias a Glenn

Gibson y Marcel Roberfroid en 1995. Un prebidtico se conoce como "un
componente alimentario no digerible que influye beneficiosamente en el huésped al
promover selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un numero
restringido de bacterias en el colon, y asi mejorar la salud del huésped". En 2004,
los prebidticos se actualizaron para incluir cuatro criterios: (1) resistencia a la
hidrdlisis por enzimas de mamiferos, acidez gastrica y absorcidn gastrointestinal; (2)
solo deben ser fermentados mediante transgénicos; (3) inducir efectos sistémicos o
luminales que sean beneficiosos para la salud del huésped;y (4) estimular
selectivamente el crecimiento y la actividad de los transgénicos asociados con la
salud y el bienestar. Los beneficios para la salud de los prebidticos son diversos e
incluyen la modulacion inmune a través del aumento de las interleucinas
inmunorreguladoras y las inmunoglobulinas intestinales especificas; reduccion de
interleucinas proinflamatorias; y produccion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) como acetato, propionato y butirato. Los AGCC son acidos carboxilicos con
colas alifaticas de uno a seis carbonos que los transgénicos producen mediante la
fermentacién anaerébica de fibras dietéticas en el intestino. Los SCFA son un
indicador importante de la fermentacion bacteriana en el colon y se sabe que
mejoran la salud intestinal al mantener la integridad de la barrera intestinal, la
produccion de moco, la proteccion contra la inflamacion y la reduccidn del cancer
colorrectal y la obesidad, favorecida por la insulino-resistencia, por lo que es
necesario, contar un mayor estudio referente a la obtencién y efectos fisioldgicos de

los prebidticos, en enfermedades que se les considera problemas de salud publico.
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL.
Determinar el efecto insulinoresistencia de los alfa-oligofructosacaridos en la
dieta AIN-93M en un modelo de hiperglicemico inducido
farmacoldgicamente.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
5.2.1 Medir la concentracion de triglicéridos en un modelo de hiperglicemico
inducido farmacolégicamente, al que se le administra alfa-
oligofructosacaridos.
5.2.2 Establecer el efecto antihiperglicemiante por la administracion de los
alfa-oligofructosacaridos, en una dieta AIN-93M.
5.2.3. Medir la actividad de enzimas hepaticas, por el efecto de

administracion de los alfa-oligofructosacaridos, en una dieta AIN-93M.
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6. Material y Métodos

Se utilizaron ratones machos adultos de la cepa Balb/C de 10 semanas de edad y
un promedio de 20 gramos de peso; los cuales se sometieron a ciclos de luz y
oscuridad de 12 horas, respectivamente, y se les administré6 de manera libre (ad
libitum) agua y alimento estandar y modificado, tomando como base la dieta AIN-
93M, la cual se modifico la dieta AIN-93M (Tabla 3), utilizando la siguiente
formulacion de proteina al 16%, almidones 38%, carbohidratos 38%, lipidos 4%,
fibra 4%, para mantenimiento de animales adultos. Los cambios en la dieta AIN-
93M, incluyeron la sustitucion de almidén de maiz por a-oligofructosacaridos,
provenientes de la especie de Agave cupreta, silvestre cultivado en el estado de
Michoacan de Ocampo y region Bajio y aceite de soja por aceite de zarzamora y el
aumento de la cantidad para suministrar ambos acidos grasos esenciales (linoleico
y linolénico). La induccion del estado hiperglicémico se realizdé a través de la
administraciéon de estreptozocina (Sigma-Aldrich) en una sola dosis a una
concentracion de 175 mg/kg, via intraperitoneal (Deeds, 2011). Las determinaciones
de bioquimicas se realizan por métodos enzimaticos especificos para glucosa y
triglicéridos, para determinar posteriormente el indice de glucosa vy triglicéridos,
como indicador de resistencia a la insulina, todas las manipulaciones con modelos
biolégicos se realizaron, siguiendo la Norma Oficial Mexicana -NOM-062-Z001999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Y el visto bueno de la Academia de Bioética y legislacion del Programa

de Biotecnologia de la UMSNH.
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Obtencién de los a-oligofructosacaridos. Los azucares de tipo a-
oligofructosacaridos, se purificaron por métodos térmicos no destructivos, con
procesos de temperatura de 80°C por un periodo de 8 horas por unidad de volumen
de 1 litro (L), hasta evaporacion del agua contenida en la savia proveniente de la

especie Agave crupreta.
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Tabla 3. Contenido de la dieta AIN-93M

COMPONENTE DIETA CONTROL AIN-93M | DIETA MODIFICADA AIN-
93M
PROTEINA (CASEINA) 200 g/Kg 200 g/Kg
ACEITE DE SOYA 70 g/Kg 70 g/Kg
FECULA DE MAIZ 530 g/Kg 530 g/Kg
SACAROSA 100 g/Kg * 100 g/Kg **
FIBRA 50 g/Kg 50 g/Kg
VITAMINA 10 g/Kg 10 g/Kg

* sacarosa de SIGMA-
ALDRICH

** alfa-oligofructosacaridos
proveniente de AGAVE
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7. Resultados y Analisis

Se formaron tres grupos de experimentacion, con una N=9, cada grupo, primer
grupo control sin estado hiperglucémico y con acceso a la dieta estandar AIN-93/M,
segundo grupo con estado hiperglucémico y con dieta AIN-93/M vy tercer grupo,
estado hiperglucémico con acceso a dieta AIN-93M modificada con o-
oligofructosacaridos. El indice de glucosa y triglicéridos tiene como valores de
referencias inferiores de 9.5. Donde el primer grupo (control), mostro un indice de
glucosaltriglicéridos (G/T) promedio de 9.36 con una desviacion estandar de +
0.104. El segundo grupo, hiperglucemico con dieta AIN-93/M, normal, mostraron un
promedio de 9.93 con una desviacion estandar de + 0.136 y el tercer grupo
hiperglucemico con acceso a la dieta AIN-93/M modificadas con
aoligofructosacaridos, mostraron un indice promedio de 9.38 y una desviacion

estandar de + 0.05.

En lo referente a la insulina resistencia se tiene que comentar que el valor que se
obtiene del Logaritmo Natural de la relacién de Glucosa / Trigliceridos tiene un valor
de 9, donde valores por arriba de 9 indican la insulino resistencia y valores por
debajo de 9 indican una actividad antihiperglicemiantes, cabe mencionar que el
tratamiento con los alfa-oligofructosacaridos, tiene este efecto de manera

logaritmica, como se aprecia en la Tabla 4.
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Tabla 4. Condensado de Resultados Bioquimicos

Resistencia Colesterol’ | Triglicéridos? GGT? Glucosa*
Insulina*
Tratamiento mg/dL mg/dL Ul/L mg/dL
Ln G/IT
Dieta Control 10.3779569 200.78 175.64 6.528 2731
SD £9.65801 | SD +5.50490 SD +1.07368 SD+22.3738
Dieta 9.89003209 186.89 167.23 3.871 237.5
SD +9.55085 SD SD £ 0.62161 | SD *27.47625
Modificada
Grupo 211.65 182.9 9.31 353.3
Control Sin 10.0309323 SD + SD SD SD +35.7958
tratamiento
10.2040 +6.38783566 +0.535682

*Resistencia a insulina determinado por el Ln de Glucosa/Triglicéridos; 1. Colesterol

Sérico; 2. Triglicéridos; 3. Gamma-Glutamil-transpeptidasa; 4. Glucosa Sérica
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La gamma-glutamiltransferasa (GGT), un marcador de enfermedad hepatica, se ha
asociado fuertemente con resultados relacionados con la obesidad, incluida la
diabetes. Ademas, los niveles séricos de GGT parecen estrechamente relacionados
con la grasa hepatica y se incluyen en los criterios diagndsticos del indice de higado
graso. La Tabla 5 muestra que la actividad de la GGT aumenté tanto en suero como
en higado después de la prueba de 12 dias con ratones inducidos con alfa-
oligofructosacaridos. Aunque el tratamiento con produjo menos como efecto
negativo, cabe mencionar que ninguno de los tratamientos aumenté la actividad de
GGT a un rango superior a la actividad normal (0-50 U/l). No obstante, para ambos
tejidos. Segun el presente estudio varios estudios han demostrado una estrecha
asociacion entre GGT y resistencia a la insulina en el contexto de obesidad y
diabetes; ademas, se ha informado que la GGT elevada esta estrechamente
relacionada se correlaciona con marcadores de inflamacion sistémica, otro

contribuyente importante a la aterosclerosis.
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Tabla 5. Actividad de la Gamma-glutamiltranspeptidasa

Grupo ACTIVIDAD DE GGT (U
Dosis (mg/kg) Suero Higado
Control
25 388+£0.14 387+£0.20
50 465+0.26 506 +0.19
100 483 +0.30 418+022
oligofructosacaridos
25 496 +0.13 421 +0.15
50 6.24 £ 0.21 6.68 +0.14
100 6.90 +£0.23 4.59+020
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8. DISCUSION

Es dificil definir dosis clinicamente relevantes de alfa-oligofructosacaridos que se
utilizaran en estudios con roedores, dado que se desconocen las concentraciones
de estos biodisponibles a través del intestino y del higado después de la ingestion
oral. Sin embargo, segun las concentraciones de los mismos en base a las
concentraciones en la dieta AIN-93M logra una exposicion hepatica que permite
replantear, el uso de carbohidratos como la sacarosa y la glucosa, frente a los
oligofructosacardos, provenientes de los agaves del presente estudio y que
presentan una estructura, como la descrita en Figura 7. Los efectos son
suprafarmacolégicos (metabdlicos) y probablemente daran lugar a efectos no
clinicamente relevantes de la actividad antihiperglicemiante, con un probable
mecanismo de biodisponibilidad y competencia a nivel intestinal y tenga un efecto,

inhibicion sobre el metabolismo de la glucosa hepatica.
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9. CONCLUSION

El presente trabajo, sienta las bases para el uso de diversos productos prebidticos
(a-oligofructosacaridos) provenientes de las especies del género Agave spp. como
herramienta de investigacion basica en el area quimica y biolégica con
implicaciones en la salud humana, que permita ampliar las bases bibliograficas y
cientificas, sobre las aportaciones biologicas, del actual territorio Mexicano a la
salud humana, desde un enfoque transdisciplinar y que ayude a conservar la amplia

diversidad biologica de México.
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