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Americana de la Diabetes recomienda incrementar el consumo de fibra,
principalmente fibra que sea fermentada en el ciego-colon. Los fructanos son
carbohidratos no digeribles en el tracto gastrointestinal, y fermentables por
bacterias probiodticas en el intestino grueso. Este tipo de carbohidratos ha
mostrado importantes efectos metabolicos como una disminucion en el
desarrollo de tejido adiposo y de esteatosis hepatica, asi como también una
disminucion en los niveles de glicemia, todos estos efectos se han reportado
como una consecuencia del incremento en la produccion de incretinas. El
péptido-1 tipo glucagon (GLP-1) es una incretina secretada por las células L
intestinales derivado de la expresion del gen proglucagon; es un importante
regulador de las células B pancreaticas, promueve la secrecion de insulina, el
crecimiento celular y neogénesis del islote pancreatico, ademas, se le
considera como un importante péptido sacietogénico. En relacion a las plantas
que contienen fructanos, el género Agave contiene importantes cantidades de
fructanos con interesantes propiedades nutraceuticas y biotecnoldgicas, sin
embargo, no existen reportes sobre sus efectos prebidticos y fisiologicos
cuando son incorporados en la dieta. Por todo lo anterior, se decidi6 evaluar el
efecto prebidtico in vitro, asi como también el efecto de suplementar la dieta de
ratones con 10% de fructanos de agave, dasylirion o achicoria (control positivo)

en el metabolismo de glucosa y lipidos.

Page 12

El proposito de los experimentos in vitro fue evaluar la capacidad de diferentes
bacterias probidticas para utilizar a los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp.
como fuente de carbono. Los resultados que se obtuvieron indican que las
bifidobacterias y los lactobacilos fueron capaces de crecer usando a estos
fructanos. La absorbancia y valores de pH obtenidos, mostraron que la mayoria
de los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp. estimularon el crecimiento de
ambos géneros bacterianos mas eficientemente que las inulinas comerciales,
siendo Dasylirion sp. de Chihuahua y Agave tequilana Weber var. azul de
Guanajuato, los fructanos mas efectivos. Después de evaluar el efecto
prebiotico se seleccionaron los 2 mejores fructanos para la realizacion de los
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experimentos in vivo, donde se utilizaron ratones macho C57BL/6J alimentados
con una dieta estandar (STD) o suplementada con Raftilosa Pos (RAF),
fructanos de Agave tequilana var. azul de Guanajuato (ATG) o fructanos de
Dasylirion sp. de Chihuahua (DSC) durante 5 semanas. La ganancia de peso
corporal y la ingesta de alimento en los ratones alimentados con la dieta
suplementada con fructanos fueron significativamente menores al compararlos
con STD (Estandar), ATG generando el valor mas bajo. Glucosa y colesterol
fueron similarmente disminuidos en todos los grupos alimentados con
fructanos, no asi en el grupo STD. Por otra parte, con respecto a los
triglicéridos, solamente RAF mostro una disminucion significativa. Como
previamente ha sido reportado para los fructanos de achicoria
(fructooligosacaridos), la suplementacion con los fructanos de 4. tequilana y
Dasylirion sp. indujo una mayor concentraciéon de GLP-1 y de su precursor, el
mRNA de proglucagon en los diferentes segmentos colonicos evaluados, esto

sugiere que los fructanos fermentables de diferente origen botanico y estructura

quimica, son capaces de promover la produccion de péptidos
incretinas/sacietogénicos en la parte inferior del intestino, con efectos
promisorios en el metabolismo de glucosa, peso corporal y desarrollo de tejido
adiposo, lo cual puede ser de interés para el control de la diabetes y la

obesidad.

UNIDAD IRAPUATO DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOQUIMICA “Efecto prebidtico de los fructanos de Agaves y Dasyliriony suim

11112



3/7/2016 UNIDAD IRAPUATO DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOQUIMICA “Efecto prebidtico de los fructanos de Agaves y Dasyliriony suim

Page 14

ABSTRACT

Diabetes type 2 is a critical disease definitely linked to obesity and physical
inactivity. Appropriate nutritional advice is an important way to control and
manage all the metabolic disorders associated with excessive fat and glucose
storage. In this context, current recommendations for the management of
obesity and diabetes mellitus include an increase in dietary fiber intake. It has
been proposed that some carbohydrates, which are fermented in the caeco-
colon, might be of particular interest in the fields of obesity and diabetes.
Fructans are non-digestible and fermentable carbohydrates, which present
positive metabolic effects (decrease in fat mass, steatosis, and glycemia).
Interestingly, the fermentation of fructans in the colon promotes incretin
production. Incretin (Glucagon-like peptide or GLP-1) is secreted by endocrine L
cells after post-translational modification of the peptide derived from
proglucagon gene expression; it is an important regulator of the pancreatic B-
cell, known to promote insulin secretion, proinsulin biosynthesis, and islet cell
growth and neogenesis. Incretins are also considered as key satietogenic
peptides. In the last decade, it has been proved that the Agave genus contains
important amounts of native fructans, with relevant nutritional and technological
properties, but no data has been reported on their physiological effect when

added in the diet. Therefore, we decided to evaluate the prebiotic potential of
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different agave and dasylirion fructans obtained from different Agave species
including Dasylirion sp. as well as their physiological effect by supplementing
the diet of mice with 10% of Agave tequilana Weber var. azul, Dasylirion sp. or

chicory fructans from Orafti (Raftilose Pos) as positive control.

The aim of the in vitro experiments was to evaluate the capacity of different
probiotics (strains of Bifidobacteria and Lactobacilli) to use different agave and
dasylirion fructans as solely carbon source. The results obtained indicate that
Bifidobacteria and Lactobacilli were able to growth using these fructans. The
observed absorbances and pH values showed that most agave and dasylirion
fructans stimulated the growth of all strains more efficiently than the commercial
inulin (Raftilose Pos). Dasylirion sp. from Chihuahua and A. tequilana var. azul
from Guanajuato were the most effective fructans with B. adolescentis and L.
acidophilus. After evaluating the prebiotic effect, the best fructans were selected
for the in vivo experiments. Male C57BI/6J mice were fed a standard (STD) diet
or a diet supplemented with Raftilosa Pos (RAF), fructans from 4. tequilana var.
azul Gto. (ATG) or fructans from Dasylirion sp. Chih. (DSC) for five weeks. In
general, fructan supplementation decreased daily food and/or calorie intake and
body weight gain, and increased feces excretion compared with STD diet, ATG
leading to the lowest value. Serum glucose and cholesterol were similarly lower
in all fructans-fed groups than in the STD group. Only RAF led to a significant
decrease in serum TAG. As previously shown for RAF, the supplementation
with agave fructans (4. tequilana var. azul Gto. and Dasylirion sp.) induced a
higher concentration of GLP-1 and its precursor, proglucagon mRNA, in the
different colonics segments, thus suggesting that fermentable fructans from
different botanical origin and chemical structures are able to promote the
production of satietogenic/incretin peptides in the lower part of the gut, with
promising effects on lipid metabolism, body weight, and fat mass development.
The main findings of this study emphasize the potential of improving glucose

and lipid homeostasis as well as the modulation of GLP-1 and proglucagon
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Page 16
expression by fructans from 4. fequilana var. azul and Dasylirion sp. Finally,
these results present an important positive influence on glucose and body
weight control, which might be of interest in the control of diabetes and obesity,
in addition to their prebiotic properties.
16
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L INTRODUCCION

Meéxico es considerado el centro de origen y biodiversidad del género Agave,
debido a que un gran numero de especies se encuentran dentro de su territorio.
Estas plantas presentan metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) y su
principal producto fotosintético son los fructanos. Los fructanos son polimeros
de fructosa generalmente unidos a una molécula de glucosa terminal. Debido a
la configuracion B del carbono 2 anomérico en sus monoémeros de fructosa, los
fructanos son resistentes a hidrélisis por las enzimas digestivas humanas y
pueden llegar a ser fermentados por la microflora colonica que producen acidos
grasos de cadena corta (SCFA). Los fructanos poseen numerosas propiedades
nutraceuticas, siendo una de ellas su efecto prebidtico. Un prebidtico es un
ingrediente alimenticio no digerible en el hospedero que estimula
selectivamente el crecimiento o actividad de algunas bacterias en el colon que
pueden mejorar la salud del hospedero. Los fructanos afectan procesos
fisiologicos y bioquimicos en ratas y humanos lo que ocasiona una mejora en la
salud y reduccion en el riesgo de muchas enfermedades, estimulando el

sistema inmunolégico, disminuyendo los niveles de bacterias patogénicas en el
intestino. Alivian el estrefiimiento, disminuyen el riesgo de osteoporosis
incrementando la absorcion mineral, reducen el riesgo de ateroesclerosis
disminuyen la sintesis de triglicéridos y acidos grasos en el higado y
disminuyen su nivel en sangre (Gibson y col., 2003; Roberfroid, 2001; Gibson y
col.,, 1995; Gibson y Wang, 1994). La inulina y los fructooligosacaridos también
reducen la incidencia de cancer de colon. Esos fructanos modulan el nivel
hormonal de insulina y glucagon disminuyendo los niveles de glucosa en

sangre, asi como también se ha reportado que modulan los niveles del péptido-

1 tipo glucagon, siendo este péptido de gran relevancia actualmente como

posible agente terapéutico en el tratamiento de la obesidad y la diabetes.

II. AGAVE
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Del griego, Agave, Agavus, significa admirable y fue a partir de la especie
Agave americana que Carlos Linneo describi6 el género en 1753. Las plantas
del género Agave son de gran importancia para México, debido a que nuestro
pais es considerado su centro de origen y biodiversidad. Actualmente se
encuentran reportadas 136 especies dentro del territorio Mexicano (Garcia-
Mendoza y Galvan, 1995; Nobel, 1998).

La variabilidad del género Agave es amplia y diversa (Figura 1), algunos
ejemplos de tal variabilidad son los siguientes, Agave lechuguilla, A. atrovirens
y A. mapisaga se encuentran en la altiplanicie Potosina; 4. tequilana, A.
longisepala y A. subtilis en la region Occidental; A. pacifica, A. palmeriy A.
zebra en la zona del Pacifico; A. americana, A. striata 'y A. lechuguilla en el
estado de Hidalgo; 4. fourcroydes 'y A. sisalana en la peninsula de Yucatan; 4.
cantala, A. angustifolia, A. potatorum'y A. karwinskii en el estado de Oaxaca; A
salmiana 'y A. mapisaga en el Valle de México (Granados, 1993; Nobel, 1998).
Hoy en dia la clasificacion taxonémica aceptada para las plantas de agave es

la que se muestra en la Figura 2 (USDA Plants Data Base; Nobel, 1998; Wang

y Nobel, 1998; Dahlgren y col., 1985).
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Dasylirion spp.
CHIHUAHUA

A. salmiana

SAN LUIS POTOSI
A. angustifolia
SONORA
A. fourcroydes
YUCATAN
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A. tequilana

JALISCO y GTO.

A. angustifolia, potatorum y cantala

OAXACA

Figura 1. Biodiversidad de los géneros Agave y Dasylirion en México.
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Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Liliales
Familia: Agavaceae
Género: Agave

Figura 2. Clasificacion taxondmica del género Agave.
Fuente: USDA Plants Data Base.
En cuanto a Dasylirion, este género se encuentra dentro del mismo orden que
los agaves, Liliales, lo cual se debe a que poseen caracteristicas similares tal
como la morfologia, distribucion geogréfica y caracteristicas del polen, sin
embargo, presentan diferencias genéticas en cuanto al nimero de
cromosomas, motivo por el cual Dasylirion se clasificé dentro de otra familia, la

Liliaceae (Figura 3) (USDA Plants Data Base).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Liliales
Familia: Liliaceae
Género: Dasylirion

Figura 3. Clasificacion taxonomica del género Dasylirion.
Fuente: USDA Plants Data Base.
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A. Usos del Agave

Desde la antigiiedad, las plantas de agave o maguey, como son llamadas en
México, han representado una importante fuente de fibra, medicina y
produccion de bebidas alcoholicas.

Dentro de los principales usos que se le han dado a las plantas de agave y los
cuales juegan un importante papel dentro de la economia Mexicana, se
encuentran la produccion de bebidas alcohdlicas, como el tequila, mezcal,
pulque y bacanora (Granados, 1993). La produccion de bebidas depende de la
acumulacion de carbohidratos en los tallos de las plantas de agave. En el caso
de Dasylirion, se le atribuye la elaboracion de sotol, el cual es una bebida
alcohdlica tipica en los estados de Chihuahua y Durango.

Sin embargo, existen otros usos no menos importantes, como por ejemplo, la
formulacion de alimentos donde se utilizan la base de las hojas, tallos e
inflorescencias. Desde un punto de vista ornamental, las plantas de agave,
principalmente 4. americana son comercializadas en Europa (Nobel, 1998;

Granados, 1993).

B. Metabolismo del Agave

La mayoria de las plantas fijan el bioxido de carbono durante la fotosintesis en
presencia de luz solar. Bajo estas condiciones, los estomas se encuentran
abiertos y presentan una gran pérdida de humedad. Algunas plantas que
evolucionaron en condiciones de poca humedad modificaron su metabolismo
con la finalidad de ahorrar agua. Asi los estomas solo se abren en la oscuridad
para tomar el bioxido de carbono y se cierran durante el dia. Este tipo de

metabolismo se encontrd por primera vez en plantas de la familia Crassulaceae

21
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y se llamo metabolismo acido de las crasulaceas, y a las plantas que lo
presentan se les denomina tipo CAM (Valenzuela-Zapata, 1997).

La mas importante adaptacion fisiologica de las plantas de agave y dasylirion
es su metabolismo tipo CAM (Santamaria y col., 1995). En 1953, Sanchez-
Marroquin y Hope reportaron que el principal producto fotosintético de estas
plantas son los fructanos (Sanchez-Marroquin y Hope, 1953).

Los fructanos en las plantas de agave y dasylirion son sintetizados y
almacenados en el tallo y su principal funcion es como carbohidratos de
reserva. También se ha reportado que actian como osmoprotectores en medio
ambiente de sequia, constituyendo quizas otra posible adaptacion fisiologica
hacia climas extremos (Wang y Nobel, 1998). Debido a que los fructanos son
solubles en agua, estos son osmdticamente activos. Cambiando el grado de
polimerizacion (DP) de los fructanos en la vacuola de la planta, ésta puede
cambiar el potencial osmotico de sus células sin alterar la concentracion total
de carbohidratos. La hidrélisis interna de los fructanos por endoinulinasas
disminuye el grado de polimerizacién dando origen a fructanos tipo Fmy GFa (m
y n corresponden a unidades de fructosa). Estas moléculas permiten que la
planta se osmorregule, sobreviviendo periodos de frio y sequia (Boeckner y
col., 2001).

La estructura de los fructanos parece ser dependiente de la especie, tal como
lo reportaron Bonnet y col. (1997) quienes propusieron la elucidacion de la
estructura de fructanos como un marcador taxonémico potencial de Poaceae.
En el caso de las especies de Agave ha sido reportada mas de una estructura
para los fructanos. Sanchez-Marroquin y Hope (1953) y Bathia y Nandra (1979)

reportaron a los fructanos tipo inulina como los principales carbohidratos de

22

reserva en 4. tequilana y A. americana, respectivamente. Por otro lado, Lopez

y col. (2003) reportaron la estructura molecular para los fructanos de 4.
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tequilana var. azul, la cual consiste de una mezcla compleja de

fructooligosacaridos presentando principalmente enlaces B(2-1), pero también
observaron enlaces del tipo B(2-6), con ramificaciones y con glucosa terminal o
interna (Figura 4).

Siguiendo con el andlisis estructural de los fructanos de agave, Mancilla-
Margalli y Lopez (2006) reportaron las diferencias estructurales entre los
fructanos de agave dentro de las mismas especies pero que crecieron en
diferentes regiones ambientales. La heterogeneidad estructural observada,
mencionan, puede ser atribuida a los mecanismos de adaptacion de la planta
para sobrevivir en areas hostiles. Mancilla-Margalli y Lopez clasificaron a los
fructanos de agave en 3 grupos principales dependiendo del grado de
polimerizacion (DP) promedio y la abundancia de enlaces (Tabla 1) con 2

diferentes estructuras, siendo estas, graminanos y agavinas (Figura 5).

Tabla 1. Grado de polimerizacion promedio estimado
para los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp.

Grupo DP estimado
I
A. angustifolia Oax 32
A. tequilana Jal 18
A. potatorum Oax 15
A. angustifolia Son 13
I
A. cantala Oax 11

Dasylirion sp. Chih
A. fourcroydes Yuc
III
A. tequilana Gto 7
Fuente: Mancilla-Margalli y Lopez, 2006.
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Neoserie
Levano

p(2-6)

(Glucosa interna)

Figura 4. Estructura molecular basica de los fructanos de 4. tequilana var. azul.
Fuente: Lopez y col. (2003)
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Graminanos Neofructanos (Agavinas)

Grupo I

Grupo II

Grupo IIT
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Figura 5. Clasificacion de los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp.
Fuente: Mancilla-Margalli y Lopez, 2006.
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I11. CARBOHIDRATOS
Los carbohidratos son componentes esenciales para todos los organismos
vivos y son ademas, la clase de moléculas biologicas mas abundante. La
unidad basica de los carbohidratos se conoce como monosacéridos o azucares
simples. Los oligo y polisacaridos consisten de monosacaridos unidos
covalentemente.
La sacarosa y el almidon son los carbohidratos mas comunes y mejor
conocidos, son los carbohidratos de reserva en las plantas superiores, sin
embargo, aproximadamente el 15% de las plantas con flores almacenan
fructanos como una reserva en al menos uno de sus 6rganos durante su ciclo
de vida (Kaur y Gupta, 2002; Van Laere y Van den Ende, 2002). La presencia
de fructanos en plantas se ha relacionado también con aspectos de proteccion
contra déficit de agua causado por sequia o bajas temperaturas (Wang y Nobel
1998). Las especies vegetales que contienen fructanos se encuentran
distribuidas en algunas familias de mono- y dicotiledoneas tales como
Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineae, Compositae y Agavaceae, existiendo

diferencias estructurales entres dichas familias de plantas. Las especies de
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dicotiledoneas almacenan fructanos tipo inulina, mientras que en
monocotiledoneas se pueden encontrar fructanos mas complejos y de tipo
ramificado (Kaur y Gupta, 2002; Vijn y Smeekens, 1999). Partes de varias
especies de plantas que contienen fructanos son frecuentemente consumidos
como vegetales, algunos ejemplos son los esparragos, ajo, cebolla, alcachofa y
achicoria (van Loo y col., 1995). Algunas fuentes importantes de fructanos son

dadas en la Tabla 2.

26

Tabla 2. Contenido porcentual de fructanos en base himeda
para algunas importantes fuentes vegetales.

Fuente vegetal Contenido de fructanos * (%)
Esparrago 10-15
Ajo 15-20
Alcachofa 15-20
Dalia 15-20
Achicoria 15-20
Agave b 15-22

aKaur y Gupta, 2002;» Datos del laboratorio.

Los fructanos aislados de plantas tienen una amplia variedad de aplicaciones.
En el caso de los fructanos de bajo DP, éstos muestran un sabor dulce,
mientras que los de alto DP forman emulsiones con una textura tipo grasa y
sabor neutro, por lo que hay gran interés por parte de la industria de los
alimentos en usar estos carbohidratos como ingredientes alimenticios bajos en
calorias y/o como ingredientes nutracetticos (Frank, 2002; Vijn y Smeekens,

1999).

IV. FRUCTANOS

Los fructanos son carbohidratos no reductores y solubles en agua, compuestos
por unidades fructosil, que suelen contener una molécula de glucosa terminal.
Su estructura puede ser lineal o ramificada y algunas veces ciclica (Lopez y
col., 2003; Wang y col., 1999). Vijn y Smeekens (1999) clasificaron a los
fructanos en cinco grupos principales segun las unidades estructurales
mayoritarias que conforman su molécula en: inulinas, levanos, graminanos,

inulinas neoserie y levanos neoserie.
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Los fructanos del tipo de las inulinas consisten de unidades fructosil f(2-1), que
inicialmente presentan una molécula de glucosa a partir de la cual se le unen

por lo menos dos residuos de fructosa. La molécula de inulina mas corta es la

27
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1-cestosa, también llamada isocestosa. Los levanos, en lugar de presentar el
tipo de enlace que se observa en las inulinas, presentan enlaces f(2-6). Los
graminamos estan compuestos tanto de enlaces f(2-1) como B(2-6). Un
ejemplo de este tipo de fructanos es la bifurcosa. Las inulinas neoserie
contienen unidades fructosil con enlaces f(2-1) unidas tanto al carbono 1 como
al 6 de la molécula de glucosa. Esto resulta en un polimero de fructanos con
una cadena de inulina en ambos extremos de la molécula de glucosa (mF2-
1F2-6G1-2F1-2Fn). La inulina neoserie mas pequeiia, es la neocestosa. Por
ultimo, los levanos neoserie son polimeros predominantemente con enlaces
B(2-6) unidos a ambos extremos de la molécula de glucosa. La presencia de
fructanos en plantas atin no esta completamente entendida. Ademas de su
funciéon como carbohidratos de reserva, la sintesis de fructanos regula la
concentracion de sacarosa en la vacuola y ayuda a la planta a tolerar el estrés
por sequia o frio (Vijn y Smeekens, 1999).

Las dos especies que se usan actualmente dentro de la industria para la
obtencion de inulina y fructooligosacaridos pertenecen a la familia Asteraceae,
estas especies son alcachofa (Helianthus tuberosus) y achicoria (Chicorium
intibus), siendo la Gltima la mas cominmente utilizada (Debruyn y col., 1992).
La inulina es procesada por la industria de los alimentos para producir
fructanos de cadena corta, denominados fructooligosacaridos (DP 2 a 10;
promedio de 5), como resultado de hidrolisis enzimatica parcial. Ademas de la
inulina y sus hidrolizados que provienen de fuentes vegetales, la industria de
los alimentos también produce fructanos sintéticos (Kaur y Gupta, 2002;

Crittenden y Playne, 1996).

28

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx 24/112



3/7/2016

Page 29

Page 30

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

La importancia de los fructanos radica en que pueden utilizarse como
ingrediente alimenticio bajos en energia y funcionar como edulcorantes o como
sustituto de grasas; sin restarle mérito a su efecto prebiotico, donde han
mostrado, como una consecuencia directa del consumo de estos carbohidratos,
efectos positivos en la salud, como mayor absorcion de minerales, inhibicion en
el desarrollo de cancer de colon y disminucion de triglicéridos y colesterol en la
sangre (Vijn y Smeekens, 1999).

La ingesta diaria promedio de fructanos para humanos se ha estimado entre 3

y 11 g en Europa y entre 1 y 3 g en los Estados Unidos, por lo que es deseable
incrementar la ingesta a 15 g/d (Roberfroid y col., 1998). La mayor ingesta de
fructanos se puede alcanzar ya sea incrementando el consumo de fuentes
vegetales que sean ricas en fructanos, tal como trigo, cebada, tubérculos de
achicoria, cebolla y ajo o bien suplementado los alimentos con fructanos como

un ingrediente alimenticio (Finke y col., 2002).

V. PREBIOTICOS

Una de las propiedades de promocion de la salud por ciertos componentes
alimenticios, principalmente compuestos como los fructanos, es su efecto
prebiotico.

Debido a la configuracion B del carbono 2 anomérico en sus monémeros de
fructosa, los fructanos son resistentes a la hidrolisis por enzimas digestivas (a-
glucosidasa, maltasa, isomaltasa y sacarasa), las cuales son especificas para
enlaces a-glicosidicos, siendo clasificados entonces, los fructanos, como
oligosacaridos no digeribles. Debido a que la hidrolisis que sufren los fructanos

durante su recorrido desde que son ingeridos hasta que llegan al intestino
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grueso es minima, esos carbohidratos pasan sin ser digeridos hasta llegar al
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colon. Sin embargo, la medicion del grado de digestibilidad que presenta

cualquier sustancia in vivo es dificil. Un modelo util para realizar tales estudios,
es el paciente con ileostomia a través de la cual se puede aspirar el contenido
ileal. Cummings y col. (2001) encontraron que al menos el 90% de la inulina y
fructooligosacaridos ingeridos alcanza el colon. Por otro lado, Nilsson y Bjorck
(1988) incubaron inulinas de diferentes cereales en jugo gastrico humano por 1
hora a 37°C y encontraron que a pH 1.05 se hidrolizaron de 10 a 15% de los
carbohidratos, pero a pH 1.8 el grado de hidrolisis fue menor al 1%. Una
prueba adicional de su indigestibilidad es el hecho de que no se ha observado
un incremento en los niveles de glucosa después de que son ingeridos (Kaur y
Gupta, 2002; Cummings y Macfarlane, 2002; Cummings y col., 2001; Coudray

y col., 1997).

Para que un ingrediente alimenticio sea clasificado como prebidtico, debe de
reunir los siguientes requisitos: 1) no ser hidrolizado o absorbido en la parte
superior del tracto gastrointestinal, 2) ser sustrato selectivo para un nimero
limitado de bacterias potencialmente benéficas del colon, por ejemplo,
Bifidobacteria y Lactobacilli, cuyo crecimiento se estimula y 3) como una
consecuencia, ser capaz de alterar la microflora colonica hacia una poblacion o
actividad potencialmente mas saludable. Por lo tanto, cualquier ingrediente que
logre llegar al intestino grueso podria ser un prebidtico. Sin embargo, para que
sea efectivo, es crucial la fermentacion selectiva por la microbiota colonica

(Roberfroid, 2001).
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A. Prebioticos, Probioticos y Efecto Bifidogénico

Una vez que los carbohidratos no digeridos en el intestino delgado llegan al
colon, éstos son susceptibles a fermentacion por las bacterias. La microflora
intestinal humana esta compuesta por mas de 400 especies; el colon es la

10

porcion que tiene la mas alta poblacion bacteriana (10 alo ufc/g) (Gibson y

col., 2003; Salminen y col., 1998). Los Lactobacilli constituyen solo 0.07 a 1%

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx 26/112



3/7/2016

Page 32

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

de la poblacion bacteriana intestinal, mientras que Bifidobacteria representan

del 25 al 30%. Las cepas de Bifidobacteria y Lactobacilli son consideradas
como probioticas, por lo cual se esta generando un gran interés en estimular su
crecimiento en el intestino grueso. Guarner y Schaafsma (1998) definen a los
probidticos como microorganismos vivos que al ser ingeridos en cierta cantidad
tienen efectos benéficos en la salud mas alld de su funcion alimentaria.
McKellar y Modler (1989) reportaron que las principales cepas probioticas
encontradas en el intestino grueso de nifios son Bifidobacterium bifidum 'y B.
infantis. En el intestino grueso de adultos se encuentran predominantemente B.
adolescentis y B. longum, mientras que en el intestino de animales predominan
B. thermophilum y B. pseudolongum.

Tratando de validar el efecto bifidogénico de los fructanos, en un estudio in vitro
Gibson y Wang (1994) compararon el efecto de 10 g/L de glucosa y de
fructooligosacaridos (oligofructosa) en cultivos con microbiota fecal por un
periodo de incubacion de 12 h y obtuvieron que la utilizacion de estos fructanos
modifico significativamente la composicion de dicha microbiota, estimulando el
crecimiento de Bifidobacteria. El nimero de Bifidobacteria fue casi de 3

ordenes de magnitud mayor que Bacteroide (Figura 6). Ademas, la utilizacion
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de fructooligosacaridos redujo significativamente la cuenta de Bacteroide y

Clostridia y no se observo diferencia significativa en la cuenta de coniformes.

14 Glu

Glucosa Fructooligosacarido

12
io
d
e
m 10
a
/L 8
le
b
ia
v
ria 4
te
c
g 2
e
d
T 0
g

UNIDAD IRAPUATO DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOQUIMICA “Efecto prebidtico de los fructanos de Agaves y Dasyliriony suim

27112



3/7/2016

Page 33

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

b Bacteroide Bifidobacteria Clostridia Coliformes
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-4

Figura 6. Efecto bifidogénico de fructanos tipo inulina. Cultivo in vitro utilizando
microbiota fecal. La glucosa y los fructooligosacaridos se utilizaron a una
concentracion de 10 g/L. Fuente: Gibson y Wang, 1994.

B. Tracto Gastrointestinal

El intestino grueso de humanos se encuentra compuesto por el ciego, colon
ascendente, transverso, descendente, sigmoideo y recto. Es la principal area
de colonizacion bacteriana del tracto gastrointestinal y es a través de la
microflora, que el colon es capaz de realizar funciones hidroliticas y digestivas
complejas (Macfarlane y Macfarlane, 1997; Cummings y Macfarlane, 1991),
estas funciones implican el rompimiento de componentes dietarios,
principalmente carbohidratos complejos, pero también algunas proteinas que

no fueron hidrolizadas ni absorbidas en el intestino delgado (Macfarlane y col.,
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1992a). La disponibilidad de carbohidratos disminuye conforme los residuos
dietarios pasan del colon proximal, al transverso y luego al distal (Macfarlane y
Macfarlane, 2003).

Ademas de la dieta, el tiempo que tardan los residuos digestivos en el intestino
grueso es un importante determinante del metabolismo bacteriano. Grandes
tiempos de transito colonico afectan la digestion de carbohidratos y proteinas,
existiendo una fuerte correlacion entre el tiempo de transito y la masa
bacteriana en el colon, donde tiempos de transito rapidos se asocian a alto

peso de heces e incremento en la excrecion de materia bacteriana (Stephen y
col., 1987).

Desde los puntos de vista anatomico, microbioldgico y ambiental, el ciego,
colon proximal, medio y distal son bastante diferentes entre ellos. Cuando los
residuos digestivos del ileum pasan al ciego, encuentran un “pool” de bacterias
colonicas e inicia la hidrélisis de carbohidratos complejos y proteinas, sirviendo
estos como fuente de carbono y nitrogeno.

Debido a la produccion de acidos durante la fermentacion, el pH se ve reducido
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a 5.5 o menos en el colon proximal (Cummings y col., 1987), y debido a los
niveles relativamente altos de sustratos disponibles, el ciego y el colon
ascendente son sitios con la mas intensa actividad microbiana, aunque la
densidad bacteriana incrementa distalmente a través del colon (Macfarlane y
col., 1992b), como se muestra en la Figura 7.

La microbiota colonica interactia con el intestino de muchas maneras, por
ejemplo, la masa celular bacteriana estimula el movimiento peristaltico, por lo

tanto, facilita el paso de los residuos digestivos a través del intestino.
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Figura 7. Cuenta bacteriana viable en el intestino grueso obtenida de victimas

humanas (muerte repentina) y produccion de acidos grasos de cadena corta en el
contenido intestinal. Fuente: Macfarlane y col. (1992b).

Historicamente ha sido dificil demostrar los cambios significativos del efecto de
la dieta sobre la composicion de la poblacion bacteriana intestinal, sin embargo,
con la introduccion y amplio estudio de los oligosacaridos prebidticos, en la
ultima década se han generado trabajos donde se ha ido dilucidando tal efecto.
Gibson y col. (1995) demostraron que el incluir inulina como parte de la dieta
cambia la composicion de especies bacterianas del intestino grueso, a través

de la reduccion en el nimero de microorganismos putrefactivos e
incrementando la poblacion de Bifidobacteria. En este estudio las Bifidobacteria
incrementaron de 8 a 20% de la cuenta total de anaerobios.

Entre las principales actividades de los microorganismos colonicos se
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encuentra su implicacion en el metabolismo de vitaminas. Directamente pueden
sintetizar vitaminas que llegan a estar disponibles para el hospedero. En ratas,
las bacterias intestinales han mostrado ser una fuente significativa de acido

folico (vitamina B9), niacina (B3), piridoxina (B6) y cobalamina (B12) (Pompei y

34

col., 2007; Deguchi y col., 1985). Similarmente, mas de la mitad de los
requerimientos de vitamina K en humanos son suministrados por las bacterias

colonicas (Fernandez y Collins, 1987).

a. Fermentacion

La microflora colonica rompe substratos dietarios para obtener energia para su
crecimiento y para el mantenimiento de sus funciones por fermentacion (Pérez-
Chaia y Oliver, 2003).

Las bacterias del colon dependen del suministro de carbohidratos dietarios que
hayan escapado a la digestion en el TGI superior (estdmago e intestino
delgado) para la obtencion de energia. Estas bacterias poseen enzimas
(glicosidasas) capaces de hidrolizar los enlaces de oligo- y polisacaridos no
digeridos o parcialmente digeridos por las enzimas intestinales y luego
metabolizan los monosacaridos resultantes (Macfarlane y Macfarlane, 2003;
Pérez-Chaia y Oliver, 2003; Cummings y Englyst, 1987).

En una poblacion compleja, como lo es la microflora colénica, el rompimiento
de carbohidratos implica a mas de una especie bacteriana. Los productos de
fermentacion de algunas especies son incorporados como metabolitos
intermediarios a las rutas metabdlicas de otras especies. Ademas de que otros
factores implicitos a los carbohidratos también pueden afectar su hidrolisis en
el intestino grueso, dentro de los que se pueden incluir, su composicion
quimica, su tamafio molecular y la solubilidad, entre otros (Morris, 1992;
Englyst y col., 1987)

La fermentacion colonica de inulina y fructooligosacaridos produce SCFA,

lactato y gases como producto del metabolismo anaerdbico de las bacterias
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(Macfarlane y Gibson, 1995). La mayor proporcion de los SCFA (>95%)
formada por las bacterias intestinales es absorbida y metabolizada por el
hospedero (Cummings, 1995). Esto permite la obtencion de energia de los
alimentos que no son digeridos en el TGI superior, y que puede representar
hasta un 9% de los requerimientos energéticos del hospedero (Hume, 1995).

Los SCFA presentan un amplio intervalo de efectos fisiologicos en el cuerpo,
incluyendo al metabolismo de los colonocitos (Roediger, 1980), el crecimiento y
la diferenciacion celular (deFazio y col., 1992), el transporte celular epitelial (del
Castillo y col., 1994), el metabolismo de lipidos y carbohidratos en el higado
(Demigné y Remesy, 1994), la motilidad intestinal (Cherbut y col., 1996), asi
como la generacion de energia en musculo, rifiién, corazén y cerebro
(Macfarlane y Cummings, 1991).

El acetato es el principal SCFA formado por los microorganismos intestinales,
seguido por el propionato y el butirato. Las concentraciones de los SCFA son
mayores en el colon proximal donde la acidez del contenido intestinal refleja los
mayores niveles de carbohidratos fermentables que son disponibles para las

bacterias en esa region intestinal (Cummings y col., 1987).

1. Efecto de la dieta en la produccion de acidos grasos de cadena corta
Como se ha mencionado anteriormente, la composicion de la dieta se espera
sea un factor importante que afecta la formacion de los SCFA en el intestino
grueso, sin embargo, esto ha sido dificil de demostrar en humanos. Esto se
debe a los productos de fermentacién que son utilizados por el colon, con el

resultado de que la medicion en SCFA en heces explica poco acerca de los
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procesos de fermentacion que ocurren en el intestino grueso (Cummings y

Macfarlane, 1991).

Las dietas que contienen fibra producen mayores concentraciones de SCFA
comparadas a las dietas que no la contienen. Los microorganismos colonicos
producen enzimas que degradan polisacéridos, sin embargo, la solubilidad de
los polisacaridos afecta la velocidad de hidrolisis enzimatica. En ese sentido, se
ha mostrado que polisacaridos solubles como las pectinas son hidrolizados
mas rapidamente que los xilanos, los cuales son relativamente insolubles

(Cummings y Englyst, 1987).

2. Absorcion de los acidos grasos de cadena corta

Aunque es dificil determinar la estequiometria de la formacion de los SCFA en
humanos, esto si se ha podido analizar in vitro. La produccién de SCFA a partir
de carbohidratos polimerizados depende de muchos factores, incluyendo el
nimero y tipo de poblaciones bacterianas hidroliticas y sacaroliticas en la
microbiota colonica, asi como también de la disponibilidad de sustrato
disponible y de su composicion quimica (Cummings, 1995).

Segun el reporte de Anderson y Hanna (1999) el acetato atraviesa el higado y
entra a la circulacion periférica, el propionato es extraido por el higado y afecta
el metabolismo de lipidos; el butirato es utilizado preferentemente por el epitelio
colonico, donde produce energia y s6lo una porcion de este acido llega al
higado (Figura 8).

Aunque los colonocitos pueden utilizar glucosa y glutamina como fuente de
energia, las células epiteliales del colon obtienen hasta un 70% de su energia

de los SCFA (Roediger, 1989; 1980), por lo que los SCFA absorbidos no
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alcanzan el torrente sanguineo debido a que son metabolizados en el epitelio
gastrointestinal (Fitch y Fleming, 1999). El butirato es el combustible preferido
por la mucosa, pero el propionato y acetato también son metabolizados.

El butirato induce una variedad de cambios fisiolégicos y morfologicos. Los

efectos de butirato difieren considerablemente entre células normales y células
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neoplasicas, es un fuerte agente que estimula la diferenciacion, asi como

también, es antiproliferativo para varias lineas de cancer de colon humano in
vitro (Wilson y Weiser, 1992). Uno de los mas importantes mecanismos de

accion del butirato es la hiperacetilacion de histonas (Kruh y col., 1995; Tanaka

y col., 1989).
Colon Mucosa colénica Higado Circulacion periférica
Acetil-CoA
Acetato Acetato A
Propionato C
Butirato Propionato E
T
Propionil-CoA A
T
(o)
Butirato Acetato, propionato
Suministro de energia Ambos: metabolismo de la glucosa
Efectos anticancerigenos Propionato: metabolismo de lipidos

Figura 8. Efectos metabolicos de los acidos grasos de cadena corta en el organismo.
Fuente: Anderson y Hanna (1999).

Otro de los efectos que se le atribuyen al butirato es la regulacion en la
expresion de los genes que codifican para insulina y glucagon. Philippe y col.
(1987) utilizaron células RIN 1056 (aisladas de un tumor del islote pancreatico

inducido por rayos X), las cuales se incubaron con o sin butirato (2 mM). De

38

este experimento se pudo concluir que la transcripcién de ambos genes se vio

incrementada por el butirato.

C. Efectos Fisiologicos

Ademas de los efectos funcionales de los fructanos como fibra dietaria, como
se menciono previamente, la inulina y los fructooligosacaridos son fermentados
por las bacterias colonicas y se han considerado como ingredientes
alimenticios funcionales, ya que afectan procesos fisiologicos y bioquimicos
tanto en ratas como en humanos, resultando en una mejor salud y reduccion

del riesgo de muchas enfermedades. Estudios experimentales han mostrado su
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uso como agentes bifidogénicos, estimulando el sistema inmune del cuerpo,

disminuyendo los niveles de bacterias patogénicas en el intestino, aliviando el
estrefiimiento, disminuyen el riesgo de osteoporosis incrementando la

absorcion mineral (Carabin y Flamm, 1999; Coudray y col., 1997; Ohta y col.,
1994), especialmente de calcio, reduciendo el riesgo de ateroesclerosis
disminuyendo la sintesis de triglicéridos y acidos grasos en el higado y
disminuye su nivel en sangre (Roberfroid, 2001; Delzenne, 1999).

La inulina y los fructooligosacaridos también reducen la incidencia de cancer de
colon (Rao y col., 1998; Reddy, 1998; Rowland y col., 1998; Reddy y col., 1997;
Wargovich y col., 1996). Los fructooligosacaridos han sido reportados como no
cariogénicos debido a que Streptococcus mutans no los utiliza para la
produccion de acidos y de glucanos insolubles, los cuales son los principales
responsables de la caries dental (Kaur y Gupta, 2002). Otra importante
caracteristica de los fructanos es que son ingredientes de bajo contenido

caldrico, su valor energético es solamente del 40% al 50% comparado a
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carbohidratos digeribles, es decir, proporcionan de 1 a 2 Kcal/g, por tal motivo,
tanto la inulina como los fructooligosacaridos son utilizados en la formulacion
de dietas para personas obesas (Kaur y Gupta, 2002). Los fructanos también
modulan el nivel hormonal de insulina y glucagon (Luo y col., 1996; Boillot y
col., 1995), por medio de la regulacion del metabolismo de lipidos y
carbohidratos (Delzenne, 1999) disminuyendo los niveles de glucosa en
sangre. Por tltimo, el consumo de fructanos se ha reportado que tiene efectos
sobre la modulacion del gen proglucagon incrementando como consecuencia,
los niveles de la incretina GLP-1 y confiriendo asi, efectos positivos en

obesidad y diabetes (Cani y col., 2006b; 2005; 2004).

a. Glicemia e insulinemia
Los efectos del consumo de inulina y fructooligosacaridos en glicemia e
insulinemia no han sido completamente elucidados, y los datos disponibles son

algunas veces contradictorios, indicando que esos efectos pueden depender de
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condiciones fisiologicas (ayunas comparado contra estado postprandial) o
enfermedad (diabetes, por ejemplo) (Kaur y Gupta, 2002).

Oku y col. (1984) reportaron que los fructooligosacaridos a una dosis de 10%
de la dieta de ratas por 30 dias, redujeron glicemia e insulinemia postprandial
enun 17%y 26%, respectivamente. Por otro lado, Yamashita y col. (1984), en
un estudio con personas diabéticas observaron que cuando la dieta fue
suplementada con 8 g/d de fructooligosacaridos durante 14 dias, los niveles de

glucosa sanguinea en ayunas disminuian.
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La menor gluconeogénesis hepatica inducida por la ingesta de inulina y
fructooligosacaridos puede ser mediada por los SCFA, especialmente por
propionato.

El propionato adicionado a la dieta de ratas durante 4 semanas, redujo los
niveles de glucosa sanguinea en ayunas (Boillot y col., 1995). El propionato
también inhibi6 la gluconeogénesis en hepatocitos aislados, probablemente via
su conversion metabolica en metilmalonil-CoA y succinil-CoA, los cuales son

inhibidores especificos de la piruvato carboxilasa (Baird y col., 1980).

1. Obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica que se caracteriza por un aumento de
la masa grasa y en consecuencia por un aumento de peso. Existe entonces, un
aumento en las reservas energéticas del organismo en forma de grasa. De
acuerdo con la primera ley de la termodinamica, la obesidad es consecuencia
de un desequilibrio entre el consumo y el aporte de energia (Marti y col., 2004;
Barbany y Foz, 2002; Beysen y col., 2002).

La obesidad es un problema muy complejo, que resulta de la combinacion de
influencias genéticas, comportamientos individuales, cultura y factores
econdmicos y ambientales, esta situacion exige cambios no sélo a nivel del

comportamiento individual, sino también cambios en la politica publica, en el
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medio social y en las normas culturales.

En nuestro pais, como en muchas otras partes del mundo, se ha cambiado el
estilo de vida. Se han ido adoptando nuevos regimenes alimenticios y un mayor
sedentarismo, los cuales se han considerado como factores contraproducentes

para mantener un buen estado de salud. Esto ha derivado en lo que
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conocemos como transicion epidemiologica, estado en el que las
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) son las principales causas de
muerte (SSA, México, 2003). Actualmente la obesidad, denominada la
epidemia del siglo XXI, coloca a México dentro del panorama mundial (Figura
9), como el segundo pais con el mayor porcentaje de su poblacion padeciendo
ésta enfermedad, después de Estados Unidos (OECD Factbook, 2006).

Desde el punto de vista antropométrico, que es habitualmente utilizado, se
considera obesa a una persona con un indice de masa corporal igual o superior
a 30 Kg/m 2 Obesidad y sobrepeso son términos que denotan incremento del
contenido de grasa en el cuerpo, por encima de un intervalo normal, ideal o
estandar. La masa corporal guarda relacion con la talla del sujeto. Por lo tanto,
el grado de obesidad suele expresarse en relacion con la talla, en la forma de
indice de masa corporal (IMC, y el término en inglés, body mass index, BMI),
que es el peso del cuerpo, en kilogramos, dividido entre la talla en metros

elevada al cuadrado (Kg/m 2

La obesidad es una enfermedad en cuya génesis estan implicados diversos
factores, muchos de los cuales todavia no se conocen muy bien. Los genes, el
ambiente y el sedentarismo son factores que estan implicados en esta

enfermedad, asi como también, los producidos por medicamentos o por

distintas enfermedades.
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Figura 9. Panorama mundial de la obesidad. Los datos se dan en % de la poblacion. Fuente: OECD Factbook, 2006.
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El mantenimiento del peso y la composicion corporal dependen de una
regulacion central a través de regiones hipotalamicas y no hipotalamicas, asi
como de un control periférico a través de organos del tracto gastrointestinal
(estomago, intestino, pancreas, higado), entre otros. La interrelacion entre
ambos sistemas estd mediada por sefiales nerviosas, hormonas,
neuropéptidos, nutrientes y metabolitos (Solomon y Martinez, 2006).
Justamente, en la regulacion del apetito y del gasto energético participan

regiones hipotalamicas como el nticleo arcuato (ARC), nticleo paraventricular

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx 37112



3/7/2016

Page 45

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

(PVN), el nucleo dorsomedial (DMH), el area hipotalamica ventromedial (VMH)

y area hipotalamica lateral (LH) y regiones no hipotaldmicas como el nucleo del
tracto solitario (NTS). Uno de los sistemas periféricos que informan de manera
relevante al sistema nervioso central (SNC) sobre la situacion nutricional del
individuo es el tracto gastrointestinal (Konturek y col., 2004).

El aparato digestivo transforma y degrada los alimentos mediante procesos
mecanicos y quimicos para facilitar la asimilacion de los nutrientes contenidos
en ellos (Woods, 2004). Dichos procesos se acompaiian de sefiales nerviosas
y de la estimulacion y secrecion de distintas hormonas y péptidos, que
mediante sefializaciones periféricas pueden informar al sistema nervioso
central de la situacion nutritiva y metabolica (Stanley y col., 2005). Por otro
lado, no se pueden excluir ambas conexiones de otro sistema esencial en la
regulacion de la ingesta y balance energético: el tejido adiposo (Erlanson-
Albertsson, 2005).

Determinados factores anorexigénicos y orexigénicos, como pueden ser GLP-
1, insulina, leptina, entre otros, se generan en el tracto gastrointestinal en

funcién del estado nutricional. Dichas sefiales interaccionan con neuropéptidos

centrales implicados en la regulacion del apetito y gasto energético como el
neuropéptido Y (NPY), proteina relacionada con aguti (AGRP), orexinas,
hormona concentradora de melanina (MCH), pro-opiomelanocortina (POMC),
entre otros.

En definitiva, el tracto gastrointestinal y el SNC participan conjuntamente tanto
en la regulacion del apetito a corto y mediano plazo, como en el control del
gasto energético y por lo tanto, en la homeostasis energética y en la estabilidad

de peso y composicion corporal (Solomon y Martinez, 2006).

1.1 Tratamientos antiobesidad
La obesidad es una condicion médica desafiante debido a la complejidad de su
etiologia. El peso corporal representa la integracion de diferentes componentes

biologicos y ambientales. Los componentes ambientales pueden ser
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modificados a través de cambios en el comportamiento alimenticio y actividad

fisica, mientras que los componentes biologicos son mas dificiles de manejar.
Tradicionalmente, la eficacia de un nuevo tratamiento para la obesidad es
medido por su efecto en el peso corporal, por lo cual, un tratamiento es
considerado satisfactorio si evita una mayor ganancia de peso corporal, induce
una perdida de peso del 5 al 10% y permite el mantenimiento del peso
alcanzado.

Los medicamentos antiobesidad pueden ser clasificados de acuerdo a su
mecanismo primario de accion en el balance de energia, dentro de los cuales
encontramos cuatro clases generales; 1) Los inhibidores de la ingesta de
energia (o supresores del apetito) reduciendo la percepcion de hambre,

incrementando la sensacion de saciedad, esto se logra actuando a nivel

45

cerebral; 2) los inhibidores de la absorcion de grasas a través de mecanismos
de accion gastrointestinales sin alterar la quimica cerebral; 3) mejoradores del
gasto de energia incrementando la termogénesis, sin requerir incremento en
actividad fisica; y 4) estimuladores de la movilizacion de grasas los cuales
reducen la masa grasa y/o disminuyen la sintesis de triglicéridos (Campfield y
col., 1998).

Las bases sobre las que descansa el tratamiento de la obesidad se orientan
hacia la manipulacion de la ecuacion de equilibrio energético en un intento de
conseguir un balance calérico negativo que conduzca a la reduccion del exceso
de grasa corporal, que es el elemento que define la condicion de obesidad. En
consecuencia, la instauracion de un plan de alimentacion hipocalérico
equilibrado junto al aumento de actividad fisica y la consiguiente educacion
nutricional encaminada a la adquisicion de habitos saludables conforman el
tratamiento convencional de la obesidad. El frecuente fracaso de estas
medidas ha generado la necesidad de contar con recursos terapéuticos
adicionales. Es precisamente la estimulacion de algunos sistemas de
neurotransmision el mecanismo que mas se ha aprovechado para modular el

comportamiento alimentario y asi aumentar la saciedad y/o disminuir el apetito.
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En la 0ltima década, se ha mostrado que la incretina GLP-1 reduce la ingesta

calorica y genera saciedad, muy probablemente via receptores especificos

dentro del sistema nervioso central, lo que resulta en una reducida ganancia de
peso corporal y menor tejido adiposo en experimentos con animales (Meier y
col., 2002; Zander y col., 2001; Gutzwiller y col., 1999; Flint y col., 1998; Turton

y col., 1996).
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Meier y col. (2002) mencionan que GLP-1 muestra efectos anorexigénicos y

puede tener un gran potencial en la farmacoterapia de la obesidad.

1.2. Obesidad y resistencia a la insulina

La obesidad es el primer factor de riesgo para la diabetes mellitus tipo 2
(DMT2). La razén de esta asociacion tan estrecha entre obesidad y DMT2 es la
resistencia a la insulina. Cuando la resistencia a la insulina se combina con una
disminucion en la secrecion de insulina por las células pancreaticas, la glucosa
sanguinea sube a los rangos de la diabetes (ayunas mayor o igual a 120 mg/dL
= 7.0 mmol/L) (Beysen y col., 2002; Kopelman, 2000).

Los cambios fisiologicos responsables de las manifestaciones clinicas de la
DMT?2 incluyen la secrecion defectuosa de la insulina, el aumento en la
produccion de glucosa por el higado, la resistencia a la accion de la insulina en
tejidos sensibles a ella (musculo, tejido adiposo e higado) y los niveles altos en

sangre de triglicéridos y acidos grasos libres.

2. Diabetes

La diabetes es una enfermedad grave que se relaciona con la incapacidad del
cuerpo para producir (tipo I) o regular (tipo 2) insulina, la cual controla los
niveles de glucosa en la sangre. La prevalencia de la diabetes aumenta
rapidamente entre la poblacion, llegando a predecirse que para el afio 2025,
México podria ocupar el séptimo lugar dentro del panorama epidemioldgico de

esta enfermedad a nivel mundial, con un 12.3% de su poblacion padeciendo

UNIDAD IRAPUATO DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOQUIMICA “Efecto prebidtico de los fructanos de Agaves y Dasyliriony suim

40/112



3/7/2016

Page 48

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

diabetes (Tabla 3). En nuestro pais, la diabetes se ha convertido en la primera

causa de muerte, superando a las enfermedades cardiovasculares, pero esta
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muy ligada con los fallecimientos por infartos, aseguran especialistas (Smith,
2007; SSA, 2005; King y col., 1998).

Tabla 3. Panorama epidemiolégico de la diabetes.
Pais Pais
% % Incremento
(2000) ° (2025) °
Brasil 5.5 Brasil 7.2 1.7
China 2.2 China 3.4 1.2
Egipto 10.2 Egipto 13.3 3.1
India 4.0 India 6.0 2.0
Indonesia 4.3 Indonesia 6.5 22
Japon 6.9 Japon 8.7 1.8
Meéxico 8.1 México 12.3 4.2
Pakistan 7.1 Pakistan 8.7 1.6
Rusia 9.0 Rusia 11.4 2.4
USA 7.6 USA 8.9 1.3
Mundo 4.2 Mundo 5.4 1.2
Fuente: King y col., 1998. % = Porciento de la poblacion mayor de 20 afios que
padece la enfermedad. El incremento = diferencia entre el % del afio 2025 menos el %
del afio 2000.
Las consecuencias de esta enfermedad pueden ser bastante severas,
incluyendo problemas al corazon y al rifién, mala circulacion ocasionando
amputacion de las extremidades, problemas de vision llegando a presentarse
ceguera, una disminuida calidad de vida con una consecuente muerte
prematura (Smith, 2007). Las principales causas que conllevan a la mayor
prevalencia de la diabetes son una ganancia de peso excesivo, obesidad, asi
como factores hereditarios.
2.1. Diabetes mellitus tipo 1
La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) se caracteriza por aparecer a temprana
edad y se debe a un déficit completo de insulina, dado por la destruccion de las
células B pancreaticas por procesos autoinmunes. Cerca del 5% de las
48
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personas que padecen diabetes, corresponde al tipo 1. Anteriormente a este
tipo de diabetes se le conocia como diabetes mellitus insulinodependiente o
diabetes juvenil. En ella, las células B del pancreas no producen insulina o la

llegan a producir de manera escasa (Tisch y McDevitt, 1996).

2.2. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es en la actualidad uno de los principales
problemas de salud que enfrenta México y la mayoria de los paises
occidentales. Representa del 90 al 95% de todos los casos de diabetes. Este
desorden afecta un estimado del 6% de la poblacion adulta occidental; su
frecuencia en todo el mundo se estima que continué creciendo en un 6% por
afio, potencialmente llegando a ser méas de 300 millones de casos para el 2025,
siendo uno de los principales desencadenantes de esta patogénesis, la
obesidad (Moller, 2001).

En el 2006, en México existian 6.5 millones de enfermos de diabetes, de los
cuales el 22% no saben que la padecen, informa la Secretaria de Salud.
Siendo esta enfermedad considerada como la primera causa de muerte en
nuestro pais.

La DMT?2 resulta tanto de la resistencia a la insulina como de la secrecion
defectuosa de esta hormona. La resistencia a la insulina se presenta como una
consecuencia de la obesidad, de un estilo de vida sedentario y del
envejecimiento, ocasionando hiperglicemia y diabetes, elevada presion
sanguinea y dislipidemia, siendo definido todo lo anterior como sindrome

metabolico.
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Las personas con obesidad central (androide), en quienes la grasa se acumula

alrededor de la cintura, presentan un riesgo mayor de hacerse resistentes a la
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insulina. No es una coincidencia que los casos de DMT2 hayan aumentado de

forma paralela al incremento mundial del sobrepeso y la obesidad, hasta el

punto de que la DMT2 recibe el nombre de diabesidad.

2.3. Tratamiento antidiabetes

El manejo y control de la hiperglicemia en pacientes con DMT2 puede atenuar
el desarrollo de complicaciones cronicas tales como la retinopatia y nefropatia.
En la actualidad, las terapias para el tratamiento de la DMT2 radican en reducir
la hiperglicemia por si misma con medicamentos como la sulfonilureas, las
cuales incrementan la liberacion de insulina de células pancreaticas;
metformina, la cual actua para reducir la produccion de glucosa hepatica;
tiazolidindionas, las cuales aumentan la accion de la insulina; los inhibidores de
a-glucosidasa, que interfirieren con la absorcion de glucosa intestinal; e insulina
por si misma, la cual suprime la produccion de glucosa y aumenta su utilizacion
(Tabla 4). Sin embargo, esas terapias tienen limitada eficacia, limitada
tolerabilidad y efectos secundarios considerables, siendo de particular
importancia mencionar que la mayoria de los tratamientos muestran una
tendencia hacia la ganancia de peso corporal y a episodios de hipoglucemia
(Arulmozhi y Porta, 2006).

Para los pacientes con DMT2 con deficiencia relativa de insulina, una variedad
de medicamentos orales ya disponibles en el mercado podrian ayudar a
mantener un adecuado control glucémico. A pesar de ello, con la progresion de

la diabetes los pacientes frecuentemente exhiben una pérdida primeramente de
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la secrecion de insulina postprandial, por lo cual, en algunos casos, podran
requerir de suplementacion con insulina exdgena o medicamentos que
estimulen en forma rapida la secrecion de insulina, ademas de la preservacion
de la célula B, manteniendo un ritmo fisioloégico de secrecion de insulina pre- y
post-ingesta, motivo por el cual se presenta una imperiosa necesidad de
investigar nuevas terapias para el control glicémico que puedan complementar

a las terapias existentes y mantengan una respuesta fisioldgica normal a la
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ingesta de alimento. Una de esas nuevas terapias que esta emergiendo es la

que se basa en la accion de la hormona incretina GLP-1 (Tabla 5).

Tabla 4. Agentes terapéuticos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

Medicamento

Insulina

Sulfonilureas

Metforminas -
Biguanidas

Acarbosa

Pioglitazona,

rosiglitazona
(tiazolidindionas)

Blanco
molecular

Receptor de
insulina

Receptor
SU/Canales
K"ATP

Desconocido

a-glucosidasa

PPARy

Fuente: Arulmozhi y Porta, 2006.

Sitio (s) de accion Efectos adversos

, , Hipoglicemia,
Higado, musculo .
ganancia de peso

Células B Hipoglicemia,

pancreaticas ganancia de peso
Disturbios

Higado (musculo) gastrointestinales,

acidosis lactica

. Disturbios
Intestino . .
gastrointestinales

Ganancia de peso
Musculo, higado 7
edema, anemia
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Tabla 5. Efectos antidiabetogénicos del péptido-1 tipo glucagon.

Proceso

Secrecion de insulina
Secrecion de glucagon
Vaciado gastrico
Sensibilidad a la insulina
Apetito

Masa células 3

Disponibilidad de glucosa

Fuente: Arulmozhi y Porta, 2006

Accién

Estimulacion
Supresiéon
Retardo
Incremento
Supresiéon
Incremento

Aumento

Se ha estimado que mas del 50% de la secrecion de insulina postprandial es

atribuida a las hormonas peptidicas intestinales. Esta respuesta se debe al

efecto incretina (Figura 10) y es definida como la accion de hormonas
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peptidicas liberadas por el intestino en respuesta a la ingestion de nutrientes

por via oral para estimular la liberacion de insulina en concentraciones
importantes fisiologicamente (Meier y col., 2002; Nauck y col., 1986).
Actualmente el tratamiento para la DMT2 incluye dieta, ejercicio y una variedad
de agentes farmacologicos. Sin embargo, el hecho de que GLP-1 induzca la
sintesis y la secrecion de insulina, aunado a que su actividad es dependiente

de glucosa, indica que pueda aportar alguna ventaja sobre el grupo de las
sulfonilureas (pueden producir hipoglucemia por no ser dependientes de
glucosa, y no aumentan la expresion del gen de insulina). Ademas, disminuye
los niveles de glucagon, retrasa el vaciado gastrico, reduce la ingesta

alimentaria y puede aumentar la sensibilidad a la insulina y favorecer la
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neogénesis de células B de los islotes pancreaticos (Arulmozhi y Portha, 2006;
Drucker, 2005; Knauf'y col., 2005; Meier y col., 2002).
Glucosa oral Glucosa intravenosa
200 2.0
éd }-‘ * Efecto incretina
/S
(m g
a (n * .
'a;lc C *
m 100 o 1.0 *%
s tid
la
p ¢ .
: 05
)
c
l(l}l n=6;P<0.05
0 0
0 60 120 180 0 60 120 180
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 10. Efecto de la administracion de glucosa por via oral comparada contra
intravenosa sobre los niveles plasmaticos de glucosa y péptido C. Fuente: Nauck y col.
(1986).

VI. PEPTIDO-1 TIPO GLUCAGON

El péptido-1 tipo glucagon fue descubierto en 1984 y es un producto del gen
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proglucagon, se expresa tanto en las células a pancreaticas, como también en

las células L de la mucosa intestinal, uno de los tipos de células mas
abundantes en el intestino (Majsov y col., 1986; Bell y col., 1983). El GLP-1 se
sintetiza del precursor de glucagon, el cual no solamente codifica para GLP-1,
si no también para glucagon, principal fragmento de proglucagon, glicentina,

oxintomodulina y GLP-2 (Figura 11) (Druker, 2005; Bell y col., 1983).
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GRPP Glucagon 1P-1 GLP-1 1P-2 GLP-2
Glicentina MPGF
Oxintomodulina

Cerebro y células L intestinales
Células o pancreaticas

Glicentina
Glucagon Oxintomodulina
MPGF GLP-1

GLP-2

IP-1y2

GLP, Péptido tipo glucagon; GRPP, Polipéptido pancreatico relacionado a glicentina; IP, Péptido
intermedio; MPGF, Principal fragmento de proglucagon.

Figura 11. Proglucagon y péptidos derivados. Fuente: Druker, 2005

A. Secrecion del Péptido-1 Tipo Glucagon

Después de la ingestion de alimentos, se secretan 2 formas de GLP-1, GLP-1
(7-37) y GLP-1 (7-36) amida, las cuales difieren en un solo aminoacido. Ambos
péptidos son equipotentes y exhiben actividades plasmaticas idénticas

actuando a través del mismo receptor (Nauck y col., 1993; Orskov y col., 1993);
sin embargo, la mayoria de GLP-1 activo (~80%) que se encuentra circulando,
es GLP-1 (7-36) amida (Kieffer y Habener, 1999; Orskov y col., 1994).

El GLP-1 es secretado en respuesta a la absorcion de glucosa, fibra, acidos
grasos y en menor magnitud por aminoacidos (Brubaker y Anini, 2003;

Macintosh y col., 2001; Fehmann y col., 1995). Sin embargo, a pesar de la
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localizacion distal de las células L, los niveles circulantes de GLP-1

incrementan rapidamente dentro de los primeros minutos después de la

ingestion de alimentos, lo que lleva a sugerir que la secrecion de este péptido
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en el intestino distal es controlada tanto por sefiales neurales como por
endocrinas e iniciada por la entrada de nutrientes en el tracto gastrointestinal
proximal, asi como también, por el subsiguiente contacto directo de las células
L con los nutrientes digeridos (Herrmann y col., 1995). La accion de los
nutrientes metabolizados para estimular la secrecion de GLP-1, puede estar
relacionada a la generacion de ATP celular, bloqueo de los canales de potasio

sensibles a ATP y a la elevacion del Ca 2

intracelular (Gribble y Reimann,
2002). Después de que se libera GLP-1, este péptido afecta multiples tejidos en

el organismo, accion que se ha reportado estar mediada por la unién de GLP-1

a su receptor acoplado a proteina G. En cuanto a los receptores para esta

incretina se han reportado en varios tejidos, incluyendo el islote pancreatico,

pulmones, TGI y en el SNC, ademas de estos tejidos, también se han

detectado receptores a nivel del higado y musculo esquelético (Drucker, 2001;

Perfetti y Merkel, 2000; Fehmann y col., 1995).

B. Efectos Fisiologicos del Péptido-1 Tipo Glucagon

Como se menciond anteriormente, el GLP-1 se produce en las células L
intestinales en respuesta a la ingestion de nutrientes, de carbohidratos
principalmente. Periféricamente, el GLP-1 afecta la motilidad intestinal e inhibe
la secrecion de glucagon. En el SNC, GLP-1 induce saciedad, lo que conlleva a
una menor ganancia de peso corporal. En el pancreas, induce expansion de la
masa de las células B, ademas de la estimulacion de secrecion de insulina

dependiente de glucosa (Drucker, 2006; 2005; MacDonald y col., 2002).
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a. Efectos del péptido-1 tipo glucagon sobre la alimentacion

Dentro del sistema nervioso central, GLP-1 actia como un transmisor
inhibiendo el comportamiento alimenticio, es decir, generando saciedad (Larsen
y col., 1997; Turton y col., 1996).

Turton y col. (1996) evaluaron el efecto de GLP-1 en el control del sistema
nervioso central de la saciedad. En ese estudio, se administré GLP-1 o un
placebo de forma intracerebro-ventricular a ratas en ayunas, con una medicion
del consumo de alimentos a intervalos de 2 horas entre administraciones y un
periodo experimental minimo de 72 horas. A medida que aumentaba la
concentracion de GLP-1 inyectado, disminuia de manera progresiva el
consumo de alimentos. Por otro lado, se demostro una falta de efecto de GLP-1
sobre el consumo de alimentos cuando se utilizo exendina, un antagonista del
receptor GLP-1. Con estos resultados concluyeron que GLP-1 tiene efectos
centrales significativos en la reduccion del consumo de alimentos. Ademas,
reportaron la presencia de GLP-1 y sus receptores en la amigdala y el

hipotalamo.

b. Efectos del péptido-1 tipo glucagon en el pancreas

Los efectos de GLP-1 en las células de los islotes pancreaticos incluyen un
aumento de la secrecion de insulina de las células B, dependiente de la ingesta;
un aumento de la secrecion de somatostatina de las células § y una
disminucion de la secrecion de glucagon de las células a. Estas acciones
contribuyen a la disminucion de la produccion de glucosa hepatica (Figura 12)

(Arulmozhi y Portha, 2006; Drucker, 2006).

56

c. Efectos del péptido-1 tipo glucagon en las células

La accion de GLP-1 en las células B es mediada por la union del péptido a
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receptores transmembranales acoplados a proteinas G. La activacion de estos
receptores causa un incremento en la concentracion de cAMP intracelular y la
activacion de protein kinasa A (PKA). GLP-1 actua directamente a través de la
ruta cCAMP/PKA para aumentar y sensibilizar a las células B a la secrecion de
insulina estimulada por glucosa.

En estudios en animales, se ha demostrado que el tratamiento con GLP-1
aumenta la masa de las células B y mantiene su funcion. Los efectos de GLP-1
en las células B generalmente pueden ser agudos, subagudos y cronicos
(Drucker, 2006; 2003). Entre los efectos agudos, el GLP-1 incrementa la
secrecion de insulina dependiente de glucosa y los efectos subagudos incluyen
la estimulacion de la trascripcion de proinsulina y la biosintesis de insulina. Los
efectos cronicos son la estimulacion de la proliferacion y neogénesis de las
células P a partir de células ductales precursoras, ademas del aumento de la
expresion de los transportadores GLUT-2 y la glucocinasa, que regula la
captacion y el metabolismo de la glucosa pancreatica (Arulmozhi y Portha,
2006; Drucker, 2006; 2003).

Diversos modelos han mostrado que el tratamiento con GLP-1 estimula la
regeneracion de células B y la diferenciacion de células ductales pancreaticas
en células secretoras de insulina (Figura 13) (Huiy col., 2001; Xu y col., 1999).
Siendo esto otra ventaja sobre otros inductores de la secrecion de insulina, los
cuales llegan a ser ineficaces después de varios afios de tratamiento (Groop y

col., 1989).
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Figura 12. Conformacion del islote de Langerhans y efectos pancreaticos del péptido-1 tipo glucagon.
Fuente: Arulmozhi y Portha, 2006; Drucker, 2006
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Los estudios han demostrado que el tratamiento con GLP-1 esta asociado con
un incremento en la neogénesis, proliferacion e hipertrofia de las células B,
ademas de la reduccion de la apoptosis de las células B (Farilla y col., 2002).
Utilizando como modelo de estudio ratas obesas Zucker, Farilla y col. (2002)
encontraron que una vez concluido el tratamiento con GLP-1, la proliferacion de
las células B aumentd de forma significativa, mientras que se observo una
reduccion en la apoptosis. Mencionan que la combinacion de estos efectos
contribuy6 a un aumento en la masa de las células p. Los efectos de GLP-1 en
la apoptosis de las células B también se ha demostrado en células aisladas de

islotes pancreaticos de humanos (Farilla y col., 2003).

Neogénesis de células p

Proliferacion de células B Célula g Apoptosis de células

Hipertrofia de células

Figura. 13. Efectos del péptido-1 tipo glucagon en las células .
Fuente: Hui y col., 2001; Xu y col., 1999.
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C. Administracién del Péptido-1 Tipo Glucagon

Considerando el uso antidiabético de GLP-1, han llegado a ser evidentes una
serie de problemas relacionados con la forma de administracion y actividad del
péptido. Como un péptido, después de su ingestion oral, GLP-1 es

inmediatamente desnaturalizado por el acido gastrico y consecuentemente

inactivado. Por lo tanto, GLP-1 debe de ser administrado de manera

subcutanea o intravenosa para alcanzar la circulacion. Otro problema es la vida
media extremadamente corta del péptido, después de ser administrado de

forma subcutanea o intravenosa, el péptido es inactivado enzimaticamente por
la enzima DPPIV en el extremo amino terminal, produciendo el fragmento GLP-
1 (9-36) biologicamente inactivo (Figura 14), por lo tanto, la administracion
subcutanea de GLP-1 nativo no es el método mas apropiado para alcanzar
elevadas concentraciones plasmaticas de manera constante del péptido intacto

(Nauck y col., 1996; Ritzel y col., 1995).

HisAla

GLP-1 activo

T12< 2 min
DPPIV

HisAla GLP-1 inactivo

Figura 14. Proceso de inactivacion del péptido-1 tipo glucagon por la enzima dipeptidil
peptidasa IV. Fuente: Nauck y col., 1996; Ritzel y col., 1995.

Actualmente, varios modos de administracion estan siendo considerados para
resolver el problema de administracion relacionado con la actividad de GLP-1,
por lo que un método interesante seria el incrementar la concentraciéon de GLP-

1 enddgeno.
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D. Estimulacion del Péptido-1 Tipo Glucagon Endégeno

El manejo dietario que se ha propuesto para el control de diversas
enfermedades y el bienestar en general, es el incluir fuentes de fibra
fermentables en el colon. En el caso de la diabetes, por ejemplo, el consumo
de fibra ha mostrado beneficios terapéuticos como lo son los menores
requerimientos de insulina exdgena, menores niveles de glucosa y como
consecuencia, un mejor manejo de la enfermedad. Reimer y MacBurney
(1996), probaron la hipotesis de que el consumo de fibra regula la expresion y
secrecion de GLP-1. Estos investigadores compararon el efecto de una dieta
basal (sin fibra) contra una dieta suplementada con 30% de fibra (mezcla
comercial de fibra proveniente de chicharo, avena, caia de azucar y goma de
xantano) sobre los niveles de mRNA de proglucagon, asi como también
evaluaron el contenido de SCFA a nivel de ciego y de colon. Los niveles de
mRNA de proglucagon fueron significativamente mayores en el grupo que
consumio la dieta suplementada con fibra. Los niveles de SCFA también fueron
significativamente mayores en la dieta con fibra. Otros parametros adicionales
que evaluaron fueron los niveles de GLP-1 plasmaticos, insulina y péptido C.
Estos ultimos parametros también fueron significativamente mayores en el
grupo con 30% de fibra. Por lo que concluyeron que una dieta suplementada
con fibra es capaz de alterar la expresion del gen de proglucagon, asi como
también de modular la secreciéon de GLP-1 e insulina.

Siguiendo con la estimulacion de GLP-1 enddgeno, Reimer y col. (1997)
compararon los efectos de 2 fibras dietarias con diferentes propiedades
fermentativas sobre los niveles de mRNA de proglucagon, asi como también

los niveles plasmaticos de insulina y péptido C en ratas Sprague-Dawley.
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Utilizaron fibra de ruibarbo (altamente fermentable) y celulosa (de baja
capacidad fermentativa). Los niveles de mRNA de proglucagon en el ileon
fueron significativamente mayores en ratas alimentadas con ruibarbo que con
las alimentadas con celulosa. Las concentraciones de péptido C también fueron
mayores en el grupo de ruibarbo. En cuanto a los niveles de insulina, no se
observaron diferencias significativa entre los dos grupos, sin embargo, se pudo
observar un incremento para el grupo de ruibarbo (120 £ 9 pmol/L para
celulosa vs. 160 =20 pmol/L para ruibarbo). Pudiendo concluir con esto que la
fermentabilidad de la fibra dietaria puede estar implicada en modular la
expresion intestinal de proglucagon y posiblemente en la homeostasis de

glucosa.

E. Péptido-1 Tipo Glucagon y Obesidad

Aproximadamente una década después de la primera descripcion de los
efectos de GLP-1 sobre la regulacion central del comportamiento alimenticio,
varios estudios tanto en animales como en humanos han proporcionado
evidencias para el efecto de saciedad que confiere este péptido. Numerosos
grupos de investigacion encontraron una reduccion significativa en peso
corporal después de la administracion de GLP-1. Esos datos sugieren que la
hormona puede, ademas de su efecto antidiabetogénico, tener un potencial
para farmacoterapia de la obesidad (Caniy col., 2004; Flint y col., 1998).
Flint y col. (1998) examinaron el efecto de GLP-1 intravenoso (50 pmol/Kg/h)
sobre la sensacion de apetito utilizando como modelo de estudio a humanos.
Evaluaron la sensacion de apetito después de un desayuno con contenido

energético fijo o bien después de una comida ad libitum. Este grupo encontrd
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que después del desayuno con contenido energético fijo, la infusion de GLP-1
aumento saciedad comparada con el placebo (infusion salina). En el caso de la
ingesta de energia espontanea, en la comida ad libitum, esta se redujo en un

12% por efecto de GLP-1. Ademas evaluaron los niveles de insulina, glucagon

y glucosa en sangre y observaron que estos parametros se vieron afectados de
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forma significativa por el tratamiento, concluyendo con esto que GLP-1
aumenta saciedad y reduce la ingesta de alimento, jugando asi un papel
importante sobre la regulacion fisiologica del apetito e ingesta de energia en
humanos.

Cani y col. (2004) analizaron la modulaciéon de GLP-1 (7-36) amida utilizando
como modelo de estudio ratas Wistar macho. Las ratas se alimentaron con 3
tipos de fructanos, los cuales diferian en su DP y por lo tanto, en su sitio y
magnitud de fermentacion. Los resultados los compararon contra una dieta
estandar. Después de 3 semanas de tratamiento, la ingesta dietaria fue menor
en los grupos alimentados con fructanos. En el caso de los fructanos de menor
DP generaron menor masa de tejido epididimal, siendo esto un indicativo de
menor tendencia a la obesidad. La concentracion de GLP-1 (7-36) amida en
vena porta, fue mayor en los grupos de fructanos de menor DP. Tanto la
concentracion de GLP-1 (7-36) amida y de mRNA de proglucagon fueron
significativamente mayores en el colon proximal de las ratas alimentadas con
fructanos. Con esto, Cani y col. concluyeron que sus resultados concuerdan
con el efecto reportado como consecuencia de modificaciones en la ingesta
dietaria y desarrollo de tejido adiposo en ratas alimentadas con fructanos de

bajo DP y demostraron el potencial de los fructanos en la modulacion de GLP-1
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(7-36) amida por la ingesta de fibras fermentables tal como los fructanos, los

cuales son rapida y completamente fermentados en la parte proximal del colon.

F. Péptido-1 Tipo Glucagon y Diabetes

Debido a los efectos insulinotroficos y a los efectos en la disminucion de los
niveles de glucosa en sangre, actualmente GLP-1 esta siendo considerado
como un agente terapéutico potencial en el tratamiento de la hiperglicemia que
se presenta en los pacientes con DMT2.

En cuanto al efecto de GLP-1 sobre la diabetes, Cani y col. (2005) evaluaron el

efecto de los fructooligosacaridos sobre la tolerancia a la glucosa y la
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produccion de insulina, asi como la produccion de GLP-1 (7-36) amida en ratas
Wistar diabéticas tratadas con estreptozotocina. Cani y col. (2005) reportaron
que los fructooligosacaridos mejoraron la tolerancia a glucosa y redujeron la
ingesta de alimento. Después de 6 semanas, la concentracion de insulina
pancreatica y portal fueron el doble en las ratas alimentadas con
fructooligosacaridos. Para GLP-1 (7-36) amida, el tratamiento con
fructooligosacaridos incrementd su concentracion a nivel portal y colonico y se
duplico el nivel de mRNA de proglucagon. Cani y col. (2005) propusieron que
los fructooligosacaridos, a través de su fermentacion en el colon, promueven la
expresion y secrecion de GLP-1 (7-36) amida con consecuencias benéficas en
glicemia y secrecion de insulina. Ademas, como resultado de los experimentos,
Caniy col. (2005) observaron que el tratamiento con fructooligosacaridos tuvo
el mismo efecto en ratas diabéticas que en ratas normales.

Siguiendo con los efectos de GLP-1 sobre el metabolismo, Knauf'y col. (2005)

evaluaron el papel central de GLP-1 sobre la homeostasis de la glucosa. Este
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grupo de investigadores encontré que durante hiperglicemia, GLP-1 aument6 la
secrecion de insulina y favoreci6 la redistribucion de glucosa del musculo hacia
el higado, donde se almacend como glucégeno, lo que concuerda con la
disposicion postprandial de los carbohidratos ingeridos, preparando al

organismo eficientemente para el siguiente estado de ayuno.

Con base en todo lo anteriormente expuesto, y dada la importancia del género

Agave para México, surge la siguiente hipotesis.

VII. HIPOTESIS

Los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp. tienen el potencial para ser
fermentados por bacterias probidticas tales como Bifidobacteria 'y Lactobacilli
teniendo efectos sistémicos positivos en la salud, especificamente en obesidad

y diabetes.
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VIII. OBJETIVO GENERAL
Extraer, comparar y evaluar el efecto prebidtico in vitro de los fructanos de
Agave spp. y Dasylirion sp. y su papel in vivo sobre los niveles de glucosa,

lipidos y GLP-1.
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IX. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obtener los fructanos de plantas de agave y dasylirion.

2) Evaluar el efecto prebiotico de los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp.
utilizando Bifidobacteria y Lactobacilli como probioticos.

3) Analizar los acidos grasos de cadena corta producidos durante la
fermentacion bacteriana in vitro mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC).

4) Evaluar el efecto del consumo de fructanos de Agave tequilana var. azul de
Guanajuato y Dasylirion sp. de Chihuahua en ratones C57Bl/6J sobre los
siguientes parametros: Ingesta de alimento, peso de heces, higado y tejido
epididimal, ingesta de energia y ganancia de peso corporal.

5) Determinar el efecto de la dieta sobre los niveles de glucosa, triglicéridos,
colesterol y acidos grasos no esterificados en sangre de ratones C57Bl/6]J.

6) Determinar el efecto de una dieta estandar o suplementada con fructanos
de A. tequilana var. azul de Guanajuato y Dasylirion sp. de Chihuahua sobre
los niveles de triglicéridos, colesterol y acidos grasos no esterificados en
higado de ratones C57Bl/6J.

7) Realizar analisis histologicos.

8) Medir el efecto de la dieta sobre el peso del ciego y la concentracion de
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mRNA de proglucagon intestinal en ratones.

9) Cuantificar la concentracion intestinal y en vena porta del péptido-1 tipo
glucagon en ratones alimentados con una dieta estandar o suplementada con

fructanos.
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X. MATERIALES Y METODOS
Para la realizacion de los diferentes experimentos se utilizo tanto el material vegetal como inulinas comerciales que se muestran en
la Figura 15.
Material vegetal
A. tequilana Jal. (ATJ)
A. tequilana Gto. (ATG)
A. angustifolia Oax. (AAO)
A. angustifolia Son. (AAS)
A. potatorum Oax. (APO)
A. cantala Oax. (ACO)
A. fourcroydes Yuc. (AFY)
Dasylirion sp. Chih. (DSC)
Inulinas comerciales
Achicoria Sigma (CIS)
Dalia Sigma (DVS)
Raftiline®GR (RNE)
Raftilosa®Synergyl (RSE)
Raftilosa Pss (RAF)
Figura 15. Material vegetal e inulinas comerciales utilizadas.
Page 68

A. Extraccion de los Fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp.
Los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp. se extrajeron de acuerdo al

método reportado por Lopez y col. (2003). Brevemente, 100 g de pifia de
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agaves y dasylirion se extrajeron con solucion etanol-agua al 80% y agitacion
continua por 1 h. Las muestras se filtraron y el material vegetal (que
corresponde al pellet) se re-extrajo con H20 por 30 min. Los sobrenadantes se
mezclaron con cloroformo para eliminar asi la fraccion lipidica. La fase acuosa
se concentrd por evaporacion rotatoria bajo presion reducida. Posteriormente
las muestras se liofilizaron y se almacenaron en un desecador, hasta que

fueran requeridas para los siguientes analisis.

B. Cromatografia de Capa Fina (TLC)

La deteccion y caracterizacion preliminar de los fructanos de Agave spp. y
Dasylirion sp. se realiz6 por TLC. Se aplico 1 pL de la muestra (20 mg/mL) en
placas de silica gel (10 X 10 cm). Las placas se corrieron en una camara de
TLC, usando como fase movil propanol:agua:butanol (12:4:3). El agente

revelador empleado fue difenilamina-anilina-acido fosforico.

C. Metodologia in vitro
Como esquema general de trabajo para los experimentos in vitro se sigui6 el

procedimiento descrito en la Figura 16.

a. Crecimiento bacteriano
Se utilizaron cepas probioticas de Bifidobacteria y Lactobacilli siguiendo el

método reportado por Gibson y Wang (1994) con algunas modificaciones. Se
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usé el medio de Mann Rogosa y Sharpe (MRS); en el caso de Bifidobacteria el
medio de cultivo se suplement6 con L-cisteina. Se aplico un indculo bacteriano
de 1% en 10 mL de medio de cultivo. Las bacterias se cultivaron bajo
condiciones anaerobicas utilizando una camara de CO2 por 20 h a 37°C. Las 20
h de crecimiento corresponde a la parte final de la fase exponencial de la curva
de crecimiento (ver apéndice). Para evaluar el efecto de los diferentes
fructanos en el crecimiento bacteriano, el medio se preparo sin glucosa. Se

adicionaron los fructanos como unica fuente de carbono a una concentracion
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de 10 g/L. El crecimiento bacteriano se midi6é por densidad optica a 630 nm.

Condiciones de Crecimiento Bacteriano

Medio de cultivo
de Mann Rogosa y Sharpe

Concentracion final de fructanos
Bifidobacterium adolescentis (ATCC 15703) 10 g/L
B. bifidum (ATCC 29521)
B. breve (ATCC 15700)
B. infantis (ATCC 25962)

B. longum (ATCC 15707) Inoculo, bacteria 1%
B. animalis (ATCC 27536)

Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356)
L. casei (ATCC 393)

L. paracasei (ATCC 25302)

L. rhamnosus (ATCC 53103) 20 h a 37°C

Incubaciéon anaerobica

Crecimiento bacteriano
630 nm

pH del medio

SCFA

Figura 16. Esquema general de trabajo de los experimentos in vitro.
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b. Fermentacion de carbohidratos

Como un indicador de la produccion de los acidos grados de cadena corta
(SCFA) por las bacterias probioticas, se evalud el cambio de pH del medio de
cultivo, tanto al inicio del experimento como después del periodo de incubacion
bacteriano, bajo las condiciones descritas previamente, para lo cual se utilizo

un medidor de pH digital Hanna Instrument.

c. Determinacion de los acidos grasos de cadena corta por medio de
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Después del periodo de incubacion, se tomd 1 mL del medio de cultivo para el
analisis de los SCFA de acuerdo al método de Al-Tamimi y col. (2006). En
breve, la muestra se centrifugd 5 min en una microcentrifuga Eppendorf para

remover las células bacterianas y cualquier material no solubilizado que
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pudiera interferir con el analisis de HPLC. Se utiliz6 una columna Aminex HPX-
87H (Bio-Rad) y como eluyente se us6 el H2SO4 5mM a una velocidad de flujo
de 0.6 mL/min y la temperatura de operacion de 50°C. Los acidos fueron
detectados por UV a una longitud de onda de 220 nm y calibrado contra el
estandar correspondiente a una concentracion de 10 a 100 mM. El volumen de

inyeccion fue de 20 pL.

D. Metodologia in vivo
En cuanto al esquema general de trabajo para los experimentos in vivo, se

sigui6 el procedimiento descrito en la Figura 17.
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Ratones machos C57Bl/6J 8 ratones / grupo

de 12 semanas de edad 4 ratones / jaula

> Estindar

> Raftilosa Pos
> A. tequilana

> Dasylirion spp.

Dieta
100 g Fructanos / Kg dieta

Monitoreo de peso corporal e

ingesta de alimento Dos veces / semana
Heces y sangre Una vez / semana
5 semanas
- Dia 37
Sacrificio

Pentobarbital

Sangre

Ciego Proximal

Colon Medio
Higado Distal

Tejido epididimal

Figura 17. Esquema general de trabajo de los experimentos in vivo.

a. Materiales
Raftilosa Pos (Orafti, Belgium) (RAF) es una mezcla de fructanos con un DP
promedio de 4.8. Los fructanos de 4. tequilana var. azul de Gto. (ATG) fueron

analizados por MALDI-TOF-MS (ver apéndice) y presentaron un intervalo de
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DP de 3 hasta 22 con mayor abundancia entre 7 y 9, mientras que en el caso
de los fructanos de Dasylirion sp. de Chihuahua (DSC) mostraron un intervalo

de DP de 3 a 20.
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b. Animales y dietas

Se utilizaron 32 ratones machos C57B1/6J (Charles River, Francia) de 12
semanas de edad, los cuales se mantuvieron bajo condiciones de humedad y
temperatura controladas y un ciclo de luz:oscuridad de 12 h. Los ratones se
dividieron en 4 grupos, 8 ratones por grupo, 4 ratones por jaula, de acuerdo a la
dieta (suplementada o no con fructanos). Antes de iniciar el experimento, los
ratones se sometieron a un periodo de aclimatacion de 6 dias, después de

dicho periodo, los ratones control (dieta STD) se alimentaron con la dieta
estandar A04 (UAR, Villemoisson-sur-Orge, Francia), mientras que los ratones
alimentados con las dietas suplementadas con fructanos, RAF, ATG y DSC
recibieron una dieta preparada mezclando 90 g de la dieta estaindar A04 con 10
g de los fructanos correspondientes (Raftilosa Pos, 4. tequilana var. azul de
Gto. y Dasylirion sp. de Chih., respectivamente). La dieta estandar A04
contenia lo siguiente: (g/100 g peso seco) proteina 19.3 (mezcla equivalente de
proteinas de soya y de pescado); carbohidratos provenientes de maiz, trigo,
cebada y salvado 70.4; lipidos 3.0; mezcla mineral 6.0 y mezcla de vitaminas

1.3.

c. Ingesta de alimento, peso corporal y heces

La ingesta de alimento y el peso corporal se monitorearon tres veces por
semana y la colecta de heces se realizo una vez por semana evaluando la
produccion de heces en 24 h. El promedio de la ingesta energética diaria (kJ/d)

se calculo como sigue: ingesta de alimento (g) X valor energético de la dieta
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(kJ/g). El valor energético de la dieta estandar fue de 13.86 kJ/g, mientras que

para las dietas suplementadas con fructanos fue de 13.08 kJ/g.
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d. Muestra de sangre

Las muestras de sangre se colectaron una vez por semana, haciendo una
pequeiia incision en la cola de los ratones. A partir de estas muestras se
evaluaron los niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol y acidos grasos no
esterificados, utilizando kits acoplados a reacciones enzimaticas y deteccion
espectrofotométrica de los productos finales de las reacciones (Elitech,
Brussels, Belgium).

Al final del periodo experimental, en el dia 37, los ratones se anestesiaron por
inyeccion intraperitoneal de una solucién de pentobarbital de sodio (60 mg/Kg
de peso corporal; Nembutal®, Sanofi Santé Animale, Brussels Belgium). Se
colectaron muestras de sangre de vena porta en tubos con EDTA (Sarstedt,
Numbrecht, Germany), con o sin inhibidor de dipeptidil peptidasa IV (DPPIV)
(Linco Research, St Charles, MO, USA).

Las muestras de sangre se centrifugaron y el suero se almacené a -80°C. La
concentraciéon de GLP-1 (7-36) amida se midié usando un kit ELISA especifico
para este péptido sin reactividad hacia GLP-1 (9-36) amida, GLP-2 o glucagon

(GLP-1 active ELISA kit; Linco Research).

e. Muestra de tejidos

Los segmentos del ciego y colon (proximal, medio y distal) se extirparon
inmediatamente, lavando con solucion fisioldgica (9 g NaCl/L), y posteriormente
se congelaron con nitrogeno liquido almacenandolos a -80°C hasta que se
requirieron para el analisis de mRNA y péptidos.

El higado, tejido epididimal y ciego se pesaron, posteriormente el higado se

secciond, una parte se congeld inmediatamente en N2y luego se almacend a

73

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx 62/112



3/7/2016

Page 74

Page 75

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

-80°C para analisis de lipidos (niveles de triglicéridos, colesterol y acidos
grasos no esterificados), y la otra seccion del higado se congeld en isopentano
y se almaceno a -80°C para los analisis histologicos con tincion de

hematoxilina/eosina.

f. Analisis de higado

Las muestras de higado se homogenizaron con buffer de fosfatos y la
determinacion de triglicéridos, colesterol y acidos grasos no esterificados se
realizd como previamente se describid para las muestras de sangre después

de una extraccion con cloroformo-metanol de acuerdo al método de Folch y col.
(1957). La concentracion de proteina se determiné por el método de Bradford

utilizando albumina de suero bovino como estandar (Bradford, 1976).

g. Extraccion del péptido-1 tipo glucagon (7-36) amida intestinal

La extraccién de GLP-1 (7-36) amida de segmentos intestinales se realizo con
una solucion de etanol: agua: acido clorhidrico 12 N (74:2:1). Las muestras se
homogenizaron y se llevaron a 4°C por 24 h. El homogenado se centrifugoé y se
colecto el sobrenadante para posteriormente diluirlo 100 y 250 veces en
solucion salina para ciego y colon, respectivamente. La concentracion intestinal
de GLP-1 amida (7-36) se midié6 como previamente se describio para las

muestras de sangre.

h. Aislamiento del acido ribonucleico

El RNA total fue aislado de cada segmento intestinal de acuerdo a

Chomczynski y Sacchi (1987) usando el reactivo de aislamiento TriPure. Se
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utilizaron aproximadamente de 50-100 mg de tejido intestinal para extraer el

RNA total. La cantidad y pureza del RNA se determind por espectroscopia
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ultravioleta (UV) a 260 y 280 nm.

i. Reaccion en cadena de la polimerasa - transcriptasa reversa (RT-PCR)
Para realizar la RT-PCR se utilizo 1 ng de RNA y el kit para RT-PCR. Los
iniciadores de interés para la amplificacion del cDNA fueron las secuencias
sentido y antisentido del gene proglucagon y B-actina. Se desarrollaron 23
ciclos (ver apéndice) para la deteccion de los transcritos de proglucagon y -
actina. Para verificar una posible contaminacion se utilizaron tubos control sin
RNA.

Los productos de RT-PCR se aplicaron en gel de agarosa al 1.8% y se
visualizaron utilizando bromuro de etidio y luz UV. La cuantificacion de los

productos de PCR se desarrollé usando un método fluorimétrico.
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XI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Analisis de Fructanos por Medio de Cromatografia de Capa Fina (TLC)
Una vez que los fructanos se extrajeron y que se prepard una solucion de 20
mg/mL de cada uno de ellos, se analizaron por TLC para visualizar sus
diferencias en el perfil de DP (Figura 18). Los fructanos de Dasylirion sp. (DSC)
mostraron una mayor proporcion de fructanos con bajo DP comparados con los

fructanos de las otras especies, seguido por 4. tequilana var. azul de
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Guanajuato (ATG), esto unicamente basado en la intensidad de la mancha en
el origen de la aplicacion de la muestra, la cual fue débil para estas muestras,
pudiendo asumirse que DSC muestra un perfil de fructanos con DP menor a
20. Para el caso de los fructanos comerciales, Raftilosa®Synergy1 (RSE)
mostré una gran cantidad de fructanos de bajo DP comparado a Raftiline®GR
(RNE). No se observaron diferencias marcadas entre los fructanos de 4.
fourcroydes de Yucatan (AFY) y A. angustifolia de Sonora (AAS). Un
importante punto que cabe remarcar, es que en todos los casos de los
fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp., se pudo observar la presencia de una
mancha entre DP2 y DP3, la cual corresponde a los fructanos de tipo neo

reportado por Mancilla-Margalli y Lopez (2006).

B. Efecto de lo fructanos sobre el crecimiento de bacterias probiéticas
Después de observar el perfil de DP de los diferentes fructanos de Agave spp.,
se analiz6 su efecto prebiodtico in vitro utilizando bacterias probidticas, tanto del
género Bifidobacterium como de Lactobacillus, en donde se pudieron observar
diferentes efectos en la estimulacion del crecimiento de ambos géneros

bacterianos (Figuras 19 y 20).
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Xil
Glu
Fru
Sac
DP3

DP4
DP5

Std DSC ATG RSE AFY AAS RNE Std
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Figura 18. Cromatografia de capa fina de los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp.
Dasylirion sp. (DSC), Agave tequilana var. azul. de Gto (ATG), Raftilosa®Synergy1
(RSE), 4. fourcroydes Yuc (AFY), A. angustifolia Son (AAS) y Raftiline®GR (RNE).
STD, estandar. Xil, xilosa; Glu, glucosa; Fru, Fructosa, Sac, sacarosa; DP3, 1-cestosa;
DP4, nistosa; DP5, fructosil-nistosa.

En general, el medio suplementado con fructanos DSC mostr6 el mejor
crecimiento de Bifidobacteria (Figura 19), independientemente de la especie,
solamente en el caso de B. breve (Figura 19d), DSC no mostré diferencia
significativa respecto a RSE. La segunda mejor fuente de prebidticos fue ATG,
seguido por ACO en B. adolescentis (Figura 19a), por RSE en B. animalis
(Figura 19b), B. breve (Figura 19d) y B. longum (Figura 19f), en el caso de B.

bifidum (Figura 19c). ATG no mostré diferencia significativa respecto a RSE,

AAS, APO, ACO y AFY y finalmente, para B. infantis (Figura 19¢) fue similar a

ACO.
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Figura 19. Efecto de diferentes fructanos en el crecimiento de Bifidobacterium
adolescentis (a), B. animalis (b), B. bifidum (c), B. breve (d), B. infantis (e) y B. longum
(f) incubados anaerobicamente por 20 h a 37°C en la presencia de 10 g de fructanos/L.
Los resultados son la media de 3 determinaciones independientes £+ EEM. Las

diferencias fueron consideradas significativas cuando P < (.05. OD, Densidad optica;
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CIS, Cichorium intybus Sigma; DVS, Dahlia variabilis Sigma; RNE, Raftiline® GR; RSE,
Raftilosa®Synergyl; ATJ, A. tequilana var. azul de Jal; ATG, A. tequilana var. azul de
Gto; AAO, A. angustifolia Oax; AAS, A. angustifolia Son; APO, A. potatorum Oax;
ACO, 4. cantala Oax; AFY, A. fourcroydes Yuc; DSC, Dasylirion sp. Chih.
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Figura 20. Efecto de diferentes fructanos en el crecimiento de Lactobacillus
acidophilus (a), L. casei (b), L. paracasei (¢) y L. rhamnosus (d) incubados
anaerobicamente por 20 h a 37°C en la presencia de 10 g de fructanos/L. Los

resultados son la media de 3 determinaciones independientes + EEM. Las diferencias
fueron consideradas significativas cuando P < 0.05. OD, Densidad optica; CIS,
Cichorium intybus Sigma; DVS, Dahlia variabilis Sigma; RNE, Raftiline® GR; RSE,
Raftilosa®Synergyl; ATJ, A. tequilana var. azul de Jal; ATG, A. tequilana var. azul de
Gto; AAO, A. angustifolia Oax; AAS, A. angustifolia Son; APO, A. potatorum Oax;
ACO, A. cantala Oax; AFY, A. fourcroydes Yuc; DSC, Dasylirion sp. Chih.
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Para Lactobacilli (Figura 20), los fructanos de DSC fueron de nuevo mejores
prebioticos, con una mayor estimulacion del crecimiento de todas las especies
de este género comparado con el resto de los fructanos, con la excepcion de L.
acidophilus (Figura 20a), DSC no fue significativamente diferente a AAS;
ademas fue seguido por ATG y este no mostré alguna diferencia comparado a
ACO vy a AAS en L. casei (Figura 20b) y L. rhamnosus (Figura 20d). Con L.
acidophilus (Figura 20a), ATG, AAS y ACO fueron similares a RNE, RSEy a
AFY. Esos resultados concuerdan con lo reportado por McKellar y Modler
(1989), donde ellos mencionan que las inulinasas de Bifidobacterium spp.
fueron mas activas contra fructanos de la serie neo y menos activas contra
inulinas. Si la naturaleza de los carbohidratos determina la fermentabilidad de
los mismos es una pregunta que rara vez se ha manejado (Cummings y
Macfarlane, 2002).

En relacion a este punto, van Laere y col. (1997) evaluaron el rompimiento de
diferentes fructooligosacaridos, con respecto a su composicion y tamafio
molecular, por varias especies bacterianas incluyendo géneros de
Bifidobacteria y Lactobacilli. Los autores observaron que los
fructooligosacaridos fueron extensivamente fermentados por la mayoria de las
bacterias, excepto por Clostridium spp. Por otra parte, los carbohidratos de bajo
DP fueron utilizados mejor o quizas de una forma mas rapida por
Bifidobacteria.

Por lo tanto, la estructura de los carbohidratos y la especie bacteriana presente
en el ecosistema son definitivamente factores determinantes en el control de la
fermentacion de prebidticos. En este trabajo, DSC con valores de DP de 3 a 20

y ATG de 3 a 22 (ver apéndice para MALDI-TOF-MS), estimularon mejor el
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crecimiento de ambos géneros bacterianos. Un comportamiento similar fue
observado con RSE y RNE, siendo RSE una mezcla de mayores cantidades de
bajo DP comparado con RNE, tal como reportaron Al-Tamimi y col. (2006),
donde el crecimiento de Bifidobacteria fue estimulado en diferente magnitud
dependiendo del peso molecular de los arabinanos y arabinooligosacaridos, por
ejemplo, se observo un maximo incremento en Bifidobacteria después de 48 h
con las fracciones de menor peso molecular. Palframan y col. (2003)
mencionaron que Bifidobacteria difirio en los perfiles de fermentacion cuando
se probaron en diferentes carbohidratos. Similarmente, en otros trabajos, van
Der Meulen y col. (2004) evaluaron el crecimiento de B. animalis en diferentes
fuentes de energia a través de fermentaciones a pequefa y gran escala. En
general, la fermentacion de los fructanos tipo inulina resulté en cambios en el
crecimiento y produccién metabolica, debido a la preferencia sobre ciertos
fructanos, especialmente sobre los fructooligosacaridos.

En el presente trabajo, los fructanos con el DP mas grande fueron las inulinas
comerciales de Cichorium intybus (CIS) y los de Dalia variabilis (DVS), ambas
inulinas mostraron el menor efecto en la estimulacion en el crecimiento
bacteriano para todas las especies evaluadas (Figuras 19 y 20).

De acuerdo a los resultados reportados por Mancilla-Margalli y Lopez (2006),
donde los fructanos de Agave spp. fueron clasificados en 3 grupos
dependiendo de los puntos de ramificacion y la presencia de moléculas a-D-
glucopiranosas terminales e internas, en donde DSC pertenece al grupo Il y
ATG es clasificado en el grupo III. Con lo anterior, se puede decir que el mejor
efecto prebiodtico se encuentra en los fructanos de Agave spp. que pertenecen

al grupo II'y al III, esos grupos tienen la caracteristica de ser fructanos con
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estructuras menos ramificadas y menor DP, mientras que los fructanos del
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grupo I poseen estructuras altamente ramificadas y con mayor DP.

Por otro lado, los fructanos de la misma especie de Agave, pero de plantas que
crecieron en diferentes zonas geograficas, mostraron mayores diferencias
cuando se evaluaron con la misma especie bacteriana (Figuras 19 y 20). Los
fructanos de A. tequilana var. azul del estado de Jalisco (ATJ) muestran ser un
sustrato pobre para todas las especies bacterianas cuando se compar6 con la
misma especie de Agave pero que crecio en el estado de Guanajuato (ATG). El
mismo comportamiento se observo para 4. angustifolia de Sonora (AAS, grupo
II) y de Oaxaca (AAO, grupo I), siendo AAS un mejor sustrato para todas las
especies bacterianas (Figuras 19 y 20). Estos resultados pueden ser

explicados en base a la diversidad estructural que presentan los fructanos
dentro de las especies de Agave como lo mencionan Mancilla-Margalli y Lopez
(2006), donde reportan que la concentracion y DP de los fructanos puede estar
relacionado con factores ambientales, y que la estructura de estos
carbohidratos podria estar relacionada a la especie.

Otro parametro importante durante la fermentacion de fructanos es el descenso
del pH en el medio de crecimiento como una consecuencia de la produccion de
acidos grasos de cadena corta (SCFA). En este trabajo, el mayor descenso de
pH se observo en el medio de cultivo que tenia como sustrato a los fructanos
de Dasylirion sp. (DSC) con una relacion directa entre el crecimiento bacteriano
y el descenso de pH el cual se puede apreciar en las Tabla 6 y 7. De estos
resultados se puede mencionar que a mayor crecimiento, mayor descenso de
pH, lo cual se ha reportado tiene efectos benéficos inhibiendo el crecimiento de

bacterias patogenas (Gibson y Wang, 1994).
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Las concentraciones de los SCFA de 4 diferentes fructanos se enlistan en la
Tabla 8, siendo acético, lactico y formico los acidos detectados. Las
concentraciones de los acidos variaron dependiendo del sustrato usado por las
diferentes bacterias tal como lo reportan Shene y col. (2005), observandose
mayor concentracién de los acidos con los fructanos DSC, seguido por ATG.

Con estos resultados se puede mencionar que en general, un mayor
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crecimiento de las bacterias generd un mayor descenso de pH y
consecuentemente una mayor concentracion de los acidos lactico, formico y
acético; sin embargo, dentro de una misma especie bacteriana se pudo
observar que si se presentaba una concentracion alta de acido lactico se
observaba también una correspondiente baja concentracion de acido férmico y
viceversa, una baja concentracion de acido lactico corresponde a una alta
concentracioén de acido formico. En este contexto, Palframan y col. (2003)
mencionaron que cuando Bifidobacteria se probd con diferentes fuentes de
carbohidrato se observo una alta produccion de lactato con una baja
produccion de formato y bajos niveles de lactato fueron generalmente
obtenidos con una alta concentracion de formato.

De los 4 fructanos utilizados en la determinacion de los SCFA, RNE fue el que
exhibié menor estimulacion del crecimiento y menor descenso de pH, esto se
puede relacionar con las menores concentraciones de dichos acidos

detectados en el medio de cultivo.

La produccion de los acidos acético y lactico son de gran interés en la
inhibicién de patogenos intestinales como lo son Escherichia coli'y Salmonella
spp. Siendo conocido que la propiedad inhibitoria del crecimiento de patogenos

conferido por Bifidobacteria depende de la produccion de acidos organicos (van

83

Der Meulen y col., 2004; Fooks y Gibson, 2002; Ibrahim y Bezkorovainy, 1993).
En este contexto, ha sido reportado que Bifidobacteria y Lactobacilli no
producen acido butirico, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el
presente trabajo. Los reportes indican que el acido butirico juega un papel
particularmente importante como fuente de energia preferida por el epitelio
colénico y proporciona proteccion contra cancer de colon y colitis (Pool-Zobel,
2005; Archer y col., 1998; Christl y col., 1996; Csordas, 1996), sin embargo, los
acidos acético y lactico generados por esas bacterias han sido reportados

como precursores butirogénicos, es decir, los acidos acético y lactico
contribuyen desde un 50 a 90% a la formacion de butirato y las bacterias

reportadas que utilizan estos sustratos son Faecalibacterium prausnitzii,
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Eubacterium rectale y Roseburia intestinales (Duncan y col., 2004a;b;2002).
Para concluir, se ha mostrado que los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp.
fueron capaces de estimular el crecimiento de bacterias probiodticas en medio
MRS mejor que otros fructanos; pudiendo esto ser debido al tipo de enlace,
grado de polimerizacion y a las estructuras ramificadas que presentan los
fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp. Bifidobacteria y Lactobacilli crecieron
mejor con los fructanos de menores DP. La técnica de HPLC fue util en la
determinacion de los SCFA’s generados por la fermentacion de los fructanos,

siendo detectados los acidos acético, lactico y formico.
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Tabla 6. Descenso de pH debido a la fermentacion de fructanos por Bifidobacterium adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis y

B. longum.
Descenso de pH
Fructano B. adolescentes B. animalis B. bifidum B. breve B. infantis

CIS 0.25 +0.07q4 0.16 = 0.04. 0.19 +0.06¢ 0.18 £0.054 0.31 +£0.04
DVS 0.26 =0.034 0.19+0.01. 0.14 +£0.10¢ 0.15+0.074 0.30 = 0.04.
RNE 0.31 +£0.054 0.53+£0.014 0.17£0.07. 0.40 £ 0.10c 0.36 £0.04
RSE 0.45 +0.08c 1.54 £ 0.04a 0.43 £0.07bc 1.54 £0.05. 0.43 £ 0.094c
ATJ 0.22 £ 0.064 0.39 £0.01de 0.21 £0.06¢ 0.24 +0.064 0.27 £0.07.
ATG 0.76 = 0.07bc 1.27 £ 0.04bc 0.74 +£0.07b 0.83 +0.08» 0.85+0.09
AAO 0.44+005 032+002 * 033+012 ™ 0.17+£0.06 °  046+0.07
AAS 0.82+0.07s 1.07 £0.07. 0.70 £0.15¢ 0.76 = 0.04 0.88 +£0.04s
APO 0.48 £ 0.03bed 0.30 = 0.054e 0.39£0.11bc 0.11 £0.034q 0.44 £ 0.04cde
ACO 0.80 +£0.14b 1.08 £0.11c 0.49 £ 0.04bc 0.67 £ 0.100c 0.74 £0.07bc
AFY 0.67 +0.05bc 1.30 = 0.06bc 0.55+0.12bc 0.92 +0.05v 0.73 £0.07bcd
DSC 1.76 £ 0.04. 1.71 £0.09. 1.83 £0.10a 1.56 £0.02a 1.79 £ 0.02.

El descenso de pH inducida por la fermentacion de fructanos se expresa, como el pH del medio de cultivo (Valor promedio + EEM) al final de la
fermentacion (20 h) en presencia de los fructanos menos el pH al inicio de la fermentacion (Adaptado de Roberfroid y col., 1998). Las
diferencias se consideraron significativas cuando P < 0.05. El descenso de pH se midio directamente en el tubo de crecimiento. CIS, Cichorium
intybus Sigma; DVS, Dahlia variabilis Sigma; RNE, Raftiline®GR; RSE, Raftilosa®Synergyl; ATJ, A. tequilana var. azul de Jal; ATG, 4.
tequilana var. azul de Gto; AAO, A. angustifolia Oax; AAS, A. angustifolia Son; APO, A. potatorum Oax; ACO, A. cantala Oax; AFY, A.
Jfourcroydes Yuc; DSC, Dasylirion sp. Chih.
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B. longum
0.49 £0.1:
0.43 +£0.0¢
0.82 +0.0¢
1.83 £0.0Z
0.64 £0.1¢
1.29 +£0.0¢
0.60 £ 0.0Z
1.41 +£0.0¢
0.65+£0.1(
1.21£0.0°
1.33+£0.11
2.17 £0.0¢
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Tabla 7. Descenso de pH debido a la fermentacion de fructanos por Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. paracasei 'y L. rhamnosus.

Fructano

CIS
DVS
RNE
RSE
ATJ
ATG
AAO
AAS
APO
ACO
AFY
DSC

Descenso de pH

L. acidophillus L. casei

0.65 +0.04¢ 0.33 £0.05¢
0.52+0.01¢ 0.30 £ 0.04c
2.10£0.12 0.45+0.014c
2.40 +0.03a 0.61+0.01c
1.27 +0.024c 0.34 +0.02.
1.77 £0.03c 0.76 £ 0.030c
1.10+£0.03 °© 0.46 +0.01

2.30 £0.03a 0.91 + 0.04s
1.46 +0.054 0.47 £ 0.034c
2.08 £ 0.04s 0.77 £ 0.04bc
2.11+0.11b 0.82£0.03s
2.27 £0.04a 1.81 £0.06a

L. paracasei
0.35+0.054
0.31 £0.044
0.48 £0.02ca
0.52 +0.08bcd
0.32+0.034q
0.81 £ 0.04s
0.48+0.05
0.73 £ 0.050c
0.46 £ 0.05
0.78 £+ 0.09%c
0.76 +0.12bc
1.92 £0.09.
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L. rhamnosus
0.39 £ 0.04.
0.29 £0.02.
0.40 £0.02¢
0.65 £ 0.040bcd
0.31 £ 0.04.
0.68 £0.07bc
0.47 £0.04 °°
0.78 £0.05
0.45+0.014c
0.78 £0.07»
0.77 £0.03v
1.82 +£0.04a

El descenso de pH inducida por la fermentacion de fructanos se expresa, como el pH del medio de cultivo (Valor promedio + EEM) al final de la
fermentacion (20 h) en presencia de los fructanos menos el pH al inicio de la fermentacion (Adaptado de Roberfroid y col., 1998). Las
diferencias se consideraron significativas cuando P < 0.05. El descenso de pH se midi6 directamente en el tubo de crecimiento. CIS, Cichorium
intybus Sigma; DVS, Dahlia variabilis Sigma; RNE, Raftiline® GR; RSE, Raftilosa®Synergyl; ATJ, 4. tequilana var. azul de Jal; ATG, A4.
tequilana var. azul de Gto; AAO, A. angustifolia Oax; AAS, A. angustifolia Son; APO, A. potatorum Oax; ACO, A. cantala Oax; AFY, A.
Jfourcroydes Yuc; DSC, Dasylirion sp. Chih.
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Tabla 8. Concentracion (mM) de los 4cidos grasos de cadena corta generados a través de la fermentacion de 4 diferentes fructanos.

FRUCTANO
DSC

RSE
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ACIDO

Lactico

Formico

Acético

Lactico
Férmico

Acético

BA
38.66

13.18

10.16

4.39
3.62
7.07

BAN BBF BI
8.63 43.23 45.17
18.28 14.14 12.78
17.50 12.72 11.68
3.66 7.07 7.17
7.99 2.73 4.35
6.06 10.09 9.35

BBR BLON
5.24 6.99
17.75 14.09
23.42 19.93
4.11 0.00
13.57 5.56
17.55 7.95

LA LCC LPC
63.78 33.41 54.70
40.95 13.11 6.56
14.93 12.30 12.50
62.25 21.03 9.41
14.98 10.12 0.00
10.01 10.73 9.87

73112



3/7/2016 UNIDAD IRAPUATO DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOQUIMICA “Efecto prebidtico de los fructanos de Agaves y Dasyliriony suim

ATG Lactico 10.64 0.00 6.64 11.15 0.00 0.00 45.33 6.75 21.32
Férmico 17.38 10.47 7.97 14.67 9.79 10.57 76.78 7.16 2.76
Acético 9.79 7.72 8.02 8.58 12.15 10.26 18.43 9.04 14.24
RNE Lactico 1.59 0.00 0.31 4.87 0.89 0.00 51.26 0.00 0.00
Foérmico 3.22 1.55 0.08 4.06 6.70 1.33 18.26 2.66 0.00
Acético 7.36 0.00 7.04 9.31 8.26 0.00 14.24 5.95 5.46

BA, B. adolescentis; BAN, B. animalis; BBF, B. bifidum; Bl, B. infantis; BLO, B. longum; LA, L. acidophilus; LR, L. rhamnosus. DSC, Dasylirion
sp.; ATG, Agave tequilana var. azul Gto.; RSE, Raftilosa®Synergyl; RNE, Raftiline® GR.
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La conclusion final de la parte experimental in vitro, es que los fructanos de
Agave spp. y Dasylirion sp. ofrecen un alto importante potencial prebiotico,
abriendo nuevas alternativas como ingredientes alimenticios y/o ingredientes

promotores de bienestar y salud.

C. Efecto del consumo de fructanos de A. tequilana y Dasylirion sp. en
ratones

Después de haber realizado los experimentos in vitro se seleccionaron los dos
fructanos con mejores caracteristicas prebidticas, con los cuales se disefiaron
los experimentos in vivo, donde se evaluo por primera vez el efecto del
consumo de fructanos de 4. tequilana var. azul de Gto. (ATG) y de Dasylirion
sp. de Chih. (DSC) sobre los niveles de glucosa y lipidos en un ensayo in vivo
utilizando como modelo de estudio ratones macho C57Bl/6J. Los ratones se
alimentaron con una dieta estandar, o suplementada o no con fructanos (DSC,
ATG y RAF) al 10%. Los tratamientos con fructanos fueron bien tolerados por
los ratones. En general, el suplementar la dieta con fructanos disminuy¢ la
ingesta de alimento (Tabla 9), asi como también, la ganancia de peso corporal
(Figura 21) y excrecion de heces (Tabla 9), comparado con la dieta sin
fructanos. En relacion a la ingesta de alimento (Tabla 9), los ratones con la
dieta suplementada con RAF o ATG comieron un 11% y 10% menos alimento
que las que se alimentaron con la dieta estandar, respectivamente. La ingesta

de energia total (Figura 22) fue significativamente menor en todos los grupos
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alimentados con fructanos que en el grupo estandar. Los ratones que

recibieron las dietas suplementadas con fructanos, ATG, DSC y RAF mostraron

una ganancia de peso corporal significativamente menor (= 2% del total del

peso corporal contra = 8% para el grupo sin fructanos) durante todo el periodo
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experimental (Figura 21). Sélo la dieta ATG incrementé significativamente la
excrecion de heces comparado con el grupo STD (17% mas, en base seca), no
siendo significativo el incremento para los otros grupos de fructanos, DSC y
RAF (Tabla 9).

Los efectos en comportamiento alimenticio y de desarrollo fueron similares al
comparar a los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp. con los comerciales, es
decir, con RAF. El efecto de los fructanos sobre la ingesta de energia no es
debida a un efecto directo de esos fructanos, sino que realmente se puede
atribuir al efecto metabdlico en el ciego-colon, debido a la fermentacion de

dichos carbohidratos.

a. Peso y contenido de lipidos de higado y tejido epididimal

Solamente la dieta suplementada con ATG disminuy¢ significativamente tanto
el peso de tejido adiposo como el de higado (Tabla 9), mostrando una
disminucion no significativa en los niveles de colesterol hepatico en este grupo

(Tabla 10), siendo ésta, la inica modificacion bioquimica observada.

b. Niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol y acidos grasos no
esterificados en sangre

En el estado postprandial, las concentraciones de glucosa en sangre se vieron
disminuidas en 19, 15 y 14% en ratones alimentados con RAF, ATG y DSC,
respectivamente, cuando se comparé contra la dieta STD (Tabla 11). Las
concentraciones de triglicéridos (TAG) comparado contra la dieta STD se
vieron reducidas en un 31%, 11% y 7% en ratones alimentados con RAF, ATG

y DSC, respectivamente. La reduccion en las concentraciones de colesterol fue

89
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de aproximadamente 20% en animales que recibieron la dieta suplementada
con fructanos independientemente del grupo, comparado con la dieta STD. Los
acidos grasos no esterificados (NEFA) no se vieron significativamente
modificados por ninguno de los tratamientos con fructanos. Los niveles de
glucosa y colesterol plasmaticos se correlacionaron positivamente con la

ganancia de peso corporal (Datos no mostrados).

) 25 a
(g

»
>

-
W

o 3 ow [cX-la] -
QEERSeg AcTevs 605 oF
_Q I
wn =}
-

e
=

STD RAF TEQ DAS

Figura 21. Ganancia de peso corporal. STD, Estandar, RAF, raftilosa Pos; ATG, 4.
tequilana var. azul Gto. DSC, Dasylirion sp. Chih. Valores promedio (n = 8) con EEM.
Valores con letra diferente fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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Tabla 9. Efecto de la dieta sobre la ingesta de alimento, produccion de heces, peso de higado y tejido epididimal.

Ingesta de alimento, g/d/raton

Heces, peso seco, g/jaula

Peso de higado, g

Peso de tejido epididimal, g
STD, estandar, RAF, raftilosa P95; ATG, 4. tequilana var. azul Gto.;

STD
Prom EEM

3.034 * 0.08

2.730 * 0.08

4213 % 0.07

a

1.502 0.11

RAF
Prom EEM
2702 °  0.08
2.890 ® 0.4
4183 *  0.12
1320 ®  0.07

ATG y n = 8 para STD y DSC; Tejido epididimal: n = 7 para STD y ATG y n = 8 para RSE y DSC.

Figura 22. Ingesta de energia total. STD, Estandar, RAF, raftilosa Pos; ATG, A4.

ATG

DSC

tequilana var. azul Gto.; DSC, Dasylirion sp. Chih. Valores promedio (n = 11) con EEM.
Valores con letra diferente fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Tabla 10. Efecto de la dieta sobre los niveles de triglicéridos, colesterol y acidos
grasos no esterificados en higado.

ATG
Prom* EEM Prom* EEM Prom* EEM Prom* EEM

DSC

ATG
Prom EEM
2718 ° 0.09
3.200 ° 0.14
3.654 ° 0.15
1.098 ° 0.10

DSC, Dasylirion sp. Chih. Valores promedio con EEM. Valores con letra
diferente fueron significativamente diferentes (P < 0.05). n = 11 para ingesta de alimento; n = 4 para heces; Peso de higado: n = 7 para RSE y
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DSC
Prom EEM

2.814

2910 ®  0.13

4011 ®

ab

1.346 & 0.07

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx 77112



3/7/2016

Page 93

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

Triglicéridos 0.127 0 0.010.125 *0.010.114 *0.010.127 t0.02
Colesterol 0.082 ® 0.000.102 * 0.010.076 ®0.000.090 *0.01
NEFA 0.109 *  0.010.122 *0.010.097 *0.010.096 001

*[mmol/mg proteina]. STD, estandar, RAF, raftilosa Pos; ATG, A. tequilana var. azul
Gto.; DSC, Dasylirion sp. Chih. NEFA, écidos grasos no esterificados; Valores
promedio (n = 8) para cada parametro evaluado con EEM. Valores con letra diferente
fueron significativamente diferentes (P < 0.05).
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Tabla 11. Concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol y acidos grasos no
esterificados en sangre.

Glucosa* Triglicéridos* Colesterol* NEFA*
Dieta Prom EEM Prom EEM Prom EEM Prom EEM
STD 10.36*0.27 1.40°0.11 2.88%0.12 1.22*0.12
RAF 844" 038 0.97 " 0.08 240" 0.04 1.1220.11
ATG 876 ° 031 124 0.09 240°  0.14 136°0.11
DSC 891° 039 131 0.08 230" 0.10 132 0.1

* [mM]; NEFA, Acidos grasos no esterificados; STD, estandar, RAF, raftilosa Pos; ATG,
A. tequilana var. azul Gto.; DSC, Dasylirion sp. Chih. Valores promedio (n = 8) para
cada parametro evaluado con EEM. Valores con letra diferente fueron
significativamente diferentes (P < 0.05).

c. Analisis histologicos

Los analisis histologicos del higado no revelaron ninguna diferencia entre
grupos. Se observo una estructura normal de los hepatocitos en todos los
grupos de dietas. La tincion de grasa con aceite rojo “oil red” dio reaccion

negativa.

d. Peso del ciego

Los fructanos mostraron un efecto mas pronunciado en el peso del ciego total
(Figura 23). Se observé un alargamiento significativo del ciego en los ratones
alimentados con ATG a casi el doble comparado contra la dieta STD; las dietas

DSC y RAF incrementaron el peso del ciego total en aproximadamente un 65%.
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Los incrementos observados en este estudio del peso del ciego y produccion

de heces, concuerdan con otros trabajos previamente publicados, y son
atribuibles al consumo de fructanos por ratas y hamsteres (Trautwein y col.,

1998; Campbell y col., 1997; Delzenne y col., 1995).
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El efecto sobre el incremento en tejido del ciego, refleja hipertrofia como
consecuencia de la fermentacion de fructanos por bacterias colonicas

(Trautwein y col., 1998; Campbell y col., 1997).

STD RAF ATG DSC

(1)
c
s
€ 1.0
. b
1 C
€
d

Ciego completo Ciego vacio

Figura 23. Efecto de la dieta sobre el peso del ciego en ratones. STD, Estandar, RAF,
raftilosa Pos; ATG, A. tequilana var. azul Gto.; DSC, Dasylirion sp. Chih. Valores
promedio (n = 8) para cada parametro evaluado con EEM. Valores con letra diferente
fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05).

e. mRNA de proglucagon intestinal (precursor) y niveles de péptido-1 tipo
glucagon en intestino y vena porta

Los niveles de mRNA de proglucagon en el ciego (Tabla 12) se incrementaron
por mas del 30% en las dietas RAF y ATG, comparado contra la dieta STD, sin
embargo, no se observo efecto significativo para el grupo de DSC. La
concentracion de GLP-1 en el ciego fue mayor en las dietas suplementadas

con fructanos. Las dietas de ATG, RAF y DSC mostraron concentraciones
equivalentes (expresadas como pmol/ciego) a 12.92 +1.20, 11.65 +1.19 y 9.34
+0.62, respectivamente, mientras que en el caso de la dieta STD, la

concentracion fue de 6.79 +0.70.
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Tabla 12. Niveles de mRNA de proglucagon en el ciego.

Ciego* Colon proximal* Colon medio* Colon distal*
Dieta Prom EEM Prom EEM Prom EEM Prom EEM
STD 0.44%0.03 0.65° 0.03 0.49* 0.03 0.86*0.13

ab

RAF 0.60 ¢ 0.010.77* 0.05 0.51 0.03 1.15%0.02

be

ATG 0.58 0.02 0.73* 0.04 0.59 0.02 0.84"0.12

ab

DSC 0.48 ®  0.040.69° 0.04 0.50 0.02 0.96*0.11

*Valores en RFU (Unidades de fluorescencia relativa, mRNA proglucagon/mRNA (-
actina). STD, Estandar; RAF, raftilosa Pos; ATG, 4. tequilana var. azul Gto.; DSC,
Dasylirion sp. Chih. Valores promedio (n = 7) con EEM para cada parametro evaluado.
Resultados con diferente letra fueron significativamente diferentes (P < 0.05).

Los niveles de mRNA de proglucagon medidos en el colon no fueron
significativamente diferentes entre grupos (Tabla 12), excepto por un
incremento moderado pero significativo en el grupo ATG comparado con el
control en el colon medio. La cuantificacion del contenido del péptido GLP-1 en
los diferentes segmentos del colon (Figura 24), revel6 que los ratones
alimentados con la dieta suplementada con diferentes fructanos exhibieron una
mayor concentracion de GLP-1 que la dieta STD. Este incremento fue solo
significativo en el colon proximal nuevamente para la dieta ATG, en el colon
medio para la dieta DSC y en el colon distal para RAF.

Finalmente, cuando las concentraciones de GLP-1 se midieron en la vena porta
(Figura 25), estas fueron mayores en los ratones alimentados con las dietas

suplementadas con fructanos, independientemente del tipo de éste, comparado

con la dieta STD; siendo casi el doble en el grupo RAF contra el control.
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Figura 24. Concentracion intestinal de GLP-1 (7-36) amida. STD, Estandar, RAF,
raftilosa Pos; ATG, A. tequilana var. azul Gto.; DSC, Dasylirion sp. Chih. Valores
promedio con EEM. Resultados con diferente letra fueron significativamente diferentes

(P <0.05). Ciego: n = 8 para STD, RSE y DSC y n = 6 para ATG; Colon proximal: n =7
para STD, DSC y ATG y n = 6 para RAF; Colon medio y distal: n = 7 para todos los
grupos.

Qrso
~

STD RAF ATG DSC

Figura 25. Concentracion de GLP-1 (7-36) amida en vena porta. STD, Estandar, RAF,
raftilosa Pos; ATG, A. tequilana var. azul Gto.; DSC, Dasylirion sp. Chih. Valores
promedio con EEM. Resultados con diferente letra fueron significativamente diferentes
(P £0.05). n=5 para STD, n = 6 para RSE y DSC y n = 8 para ATG.
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Para concluir de los resultados in vivo, como se ha reportado previamente, el
suplementar la dieta con fibras solubles tiene efectos benéficos en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2, ya que ayuda a mejorar el control glicémico,

disminuye la hiperinsulinemia y disminuye las concentraciones de lipidos
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plasmaticos (Chen y col., 2003; Chandalia y col., 2000; Vuksan y col., 2000;

Anderson y col., 1999; Groop y col., 1993). Sin embargo, los mecanismos por
los cuales la fibra puede ejercer algunos de esos efectos, atin no estan
completamente entendidos. La viscosidad de las fibras se ha propuesto como
una importante propiedad (Vuksan y col., 2000). Sin embargo, algunas fibras
tales como los oligosacaridos no digeribles, pueden mostrar sus efectos a
pesar de que no tienen propiedades gelificantes y no modifican la viscosidad al
encontrarse en solucion.

La fermentacion de fibras genera acidos grasos de cadena corta (SCFA),
pudiendo esto estar implicado en la modulacion de la expresion del gen
proglucagon a nivel intestinal y subsecuentemente, secretar los péptidos
derivados de proglucagon como el GLP-1 (Tappenden y col., 2003; Massimino
y col., 1998; Reimer y McBurney, 1996).

Como se mencion6 en la introduccion, el GLP-1 actia como una hormona
incretina y es conocido como un agente antidiabético que combina efectos
insulinotropicos y anorécticos (Meier y col., 2002). El péptido-1 tipo glucagon
juega un importante papel en disminuir los niveles de glucosa en sangre,
principalmente a través de su habilidad de potenciar el efecto estimulante de la
glucosa sobre la secrecion de insulina en las células B-pancreaticas (Holz y
col., 1993). También afecta los niveles de glucosa en sangre a través de su

efecto inhibitorio de vaciado gastrico (Nauck y col., 1997), supresion del apetito

97

Page 98

(Turton y col., 1996) y por medio de la inhibicion en la secrecion de glucagon
de las células o (Komatsu y col., 1989).

Como parte del trabajo de doctorado, se ha evaluado por primera vez el efecto
del consumo de fructanos de 4. tequilana var. azul de Gto. y de Dasylirion sp.
de Chih. sobre el metabolismo de glucosa y lipidos en un ensayo in vivo
utilizando como modelo de estudio ratones macho C57Bl/6J. Los tratamientos
con fructanos fueron bien tolerados por los ratones, siendo el tratamiento ATG
el tnico responsable de un incremento en la excrecion fecal. Algunos de los

efectos positivos similares a los ya descritos para los fructanos tipo inulina se
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observaron con los fructanos ATG y DSC, los cuales son, una disminucioén en

la ingesta de energia y ganancia de peso corporal, junto con una disminucion
en glicemia y trigliceridemia. La trigliceridemia ha sido considerada como un
factor implicado en la obesidad de roedores (Ji y Friedman, 2003). Sin
embargo, tomando en consideracion los datos obtenidos de animales en todos
los grupos evaluados en este trabajo, no se observo una correlacion
significativa entre la ganancia de peso corporal y la trigliceridemia (Prueba de
Pearson p > 0.05) contrario a los que se ha reportado en animales alimentados
con isoflavonas de soya (Demonty y col., 2002). Por lo tanto, parece
improbable que la disminucion en la ingesta de energia, por si sola, pueda ser
responsable de la mejora en trigliceridemia en animales alimentados con
fructanos. Por otro lado, en este estudio se observo una correlacion positiva
entre los niveles de glucosa, colesterol en sangre y la ganancia de peso
corporal, sugiriendo que estos parametros estan mas relacionados a la ingesta

de energia y al desarrollo de la masa grasa o tejido adiposo.
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De los fructanos evaluados en este trabajo, ATG fue el mas eficiente en cuanto

a la disminucion de ganancia de peso corporal, mientras que su efecto en
glicemia y en trigliceridemia fue menos pronunciado que el observado con RAF.
Esto sugiere que la disminucion en peso corporal no es la Ginica manera por la
cual los fructanos probados en este trabajo pueden modular la homeostasis de
glucosa y lipidos. Delzenne y Kok (1999) mencionaron que el principal efecto
sistémico de alimentar ratas con RAF, es una disminucion en los niveles de
triglicérido en sangre. Kok y col. reportaron que la ingesta de RAF reduce
glicemia postprandial e insulinemia en un 17% y 26% respectivamente,
pudiendo esto estar implicado en una menor lipogénesis y consecuentemente

en la menor produccion de triglicéridos hepaticos (Kok y col., 1996; Hillgartner y
col., 1995). Este estudio confirma este aspecto, en cuanto a la disminucion de
trigliceridemia debido a RAF; mientras que los fructanos de Agave spp. y

Dasylirion sp. no mostraron efecto en este parametro. Sin embargo, todos los
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tipos de fructanos disminuyeron significativamente la glicemia. Esto sugiere,

que una disminucion de trigliceridemia por efecto de la fermentacion de los
fructanos, no es necesariamente atribuible a una disminucion en la
disponibilidad de glucosa.

La fermentacion intestinal ha sido tomada en consideracion en la interpretacion
de los efectos metabolicos de los fructanos dietarios. La fermentacion de
fructanos en el ciego-colon conduce a la produccion de SCFA, de los cuales el
propionato ha sido reportado como un inhibidor de la sintesis de lipidos
hepaticos (Delzenne, 2003; Demigné y col., 1999; Kok y col., 1998; 1996).
Demigné y col. (1999) reportaron que el propionato disminuye la sintesis de

colesterol. Interesantemente, se observo en este estudio, una disminucion
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significativa en los niveles de colesterol en sangre, asi como una disminucioén
significativa en colesterol hepatico unicamente con el tratamiento de ATG.

La fermentacion es un punto clave, ya que en ratas obesas Zucker, la
administracion de celulosa, la cual no es fermentable, en lugar de
fructooligosacaridos, no permitié observar alguna mejora en parametros
relacionados a tejido adiposo, peso corporal y/o metabolismo de lipidos
(Daubioul y col., 2002). Sin embargo, y para apoyar la falta de un efecto directo
debido al tratamiento con fructanos, ratones con el receptor de GLP-1
bloqueado (ratones knockout o ratones tratados cronicamente con antagonistas
al receptor GLP-1) y sometidos a un tratamiento con fructanos tipo inulina, no
exhibieron ningtin efecto en saciedad, peso corporal y tejido adiposo,
comparados a ratones que recibieron la dieta basal correspondiente,

mostrando con esto, que el efecto de los fructanos en saciedad (y
consecuentemente en peso corporal) son debido a la interaccion con la
produccion de GLP-1 y puede no ocurrir a través de los fructanos per se (Cani
y col., 2006a).

El péptido-1 tipo glucagon puede jugar un papel en la modulacion de la ingesta
de alimento y de la glicemia, ya que todos los tipos de fructanos incrementaron

su concentracion en la vena porta. Un incremento en el contenido de GLP-1 en
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el ciego y de su mRNA precursor (proglucagon) en diferente secciones del
colon estan de acuerdo con la hipotesis de que la mayor secrecion de GLP-1

en la vena porta, es resultado de un incremento en la expresion de proglucagon
en las células L dependiente de la fermentacion, estando presentes dichas
células en la parte inferior del intestino, es decir, ciego y colon (Reimer y col.,

1997). Sin embargo, datos recientes sugieren que Raftilosa puede incrementar
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el contenido coldnico de GLP-1, promoviendo la diferenciacion de las células L
(Caniy col.,, 2007). Se ha reportado que los SCFA estimulan la secrecion de
péptidos derivados de proglucagon, siendo el butirato el principal acido
implicado en este aspecto (Tappenden y col., 1998; Tappenden y McBurney
1998). Recientemente, Zhou y col. (2006) por medio de analisis in vitro
encontraron que el butirato incremento la expresion del gen proglucagon en
una manera dependiente de la dosis (Zhou y col., 2006). En este estudio, se
observo que el incremento del nivel de mRNA de proglucagon y de GLP-1 en
los diferentes segmentos intestinales fue diferente dependiente de la fuente de
fructanos evaluada.

Interesantemente, entre los fructanos evaluados, los de 4. tequilana var. azul
fueron los mas eficaces en la disminucion de tejido adiposo, peso corporal y de
tejido hepatico, por lo cual se propone que esta nueva fuente de fructanos
puede ser de gran interés en estudios enfocados a relacionar la modulacion
especifica de la flora microbiana colénica y el riesgo de enfermedades
asociadas con obesidad.

De esto surge la pregunta, ;Son esos estudios relevantes para la salud y el
comportamiento humano?, Flint y col. (1998) examinaron el efecto de una
infusion intravenosa de GLP-1 sobre el apetito, ellos reportaron que GLP-1
aumento la saciedad y redujo la ingesta energética, pudiendo entonces GLP-1
jugar un papel importante en la regulacion fisiologica del apetito y de la ingesta
energética en humanos. Por otro lado, en el 2003, Piche y col. mostraron que
los fructanos fueron capaces de incrementar la produccién de GLP-1 por varias

horas después de la ingesta de alimento. En este contexto, Caniy col. (2006b)
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mostraron que Raftilosa fue capaz de inducir saciedad en voluntarios humanos

Page 102

normales. La puerta esta abierta para iniciar estudios con otro tipo de fructanos,
de diferente origen botanico y geografico. Finalmente, los resultados de este
estudio enfatizan el potencial de los fructanos de 4. tequilana var. azul y
Dasylirion sp. en la modulacioén de la homeostasis de glucosa y lipidos, asi
como también sobre los niveles de GLP-1 y en la expresion de proglucagon.
Ademas, estos resultados mostraron una influencia positiva de los fructanos,
sobre el control del peso corporal, lo cual puede ser de interés en el control de

la obesidad.
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XII. CONCLUSIONES

% Los fructanos de Agave spp. y Dasylirion sp. mostraron buenos efectos
prebioticos, en general.

+ Los fructanos de menor grado de polimerizacion estimularon mejor el
crecimiento de las bacterias probidticas, siendo DSC el que mejores
resultados dio, seguido por ATG en la mayoria de las especies bacterianas
evaluadas.

< El mejor efecto prebidtico se encuentra en los fructanos de Agave spp. que
pertenecen al grupo Il y al III. Esos grupos tienen la caracteristica de ser
fructanos con estructuras menos ramificadas y menor DP, mientras que los
fructanos del grupo I poseen estructuras altamente ramificadas y con
mayores DP.

< Los fructanos de la misma especie de Agave, pero de plantas que crecieron
en diferentes zonas geograficas, mostraron mayores diferencias en el efecto
prebidtico cuando se evaluaron con la misma especie bacteriana, pudiendo
esto ser explicado en base a la diversidad estructural de los fructanos
dentro de las especies de Agave, tal como es el caso de los fructanos de
ATG comparados contra ATJ.

+ Se pudo correlacionar el crecimiento bacteriano con el descenso de pH y la
mayor produccion de los acidos grasos de cadena corta.

% Se detectaron los acidos lactico, formico y acético en el medio de cultivo.

« En general, el suplementar la dieta con fructanos disminuy¢ la ingesta de
alimento y energia, asi como también se observo una menor ganancia de

peso corporal y mayor excrecion de heces.
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% Con respecto a la ingesta de alimento, los ratones alimentados con la dieta

suplementada con fructanos ATG consumieron aproximadamente un 10%

menos alimento comparada con la dieta STD.
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<« La ingesta de energia fue significativamente menor en todos los grupos

alimentados con fructanos comparada al grupo STD.

<+ Los ratones que recibieron las dietas ATG y DSC tuvieron una menor

ganancia de peso corporal.

« En el caso del tejido epididimal, solamente la dieta ATG disminuyo

significativamente el peso de dicho tejido comparado con la dieta STD.

% En estado postprandial, las concentraciones de glucosa disminuyeron

significativamente por 15 y 24% comparado con la dieta STD en ratones

alimentados con ATG y DSC, respectivamente.

« Las concentraciones de triglicéridos se redujeron en un 11y 7% en ratones

alimentados con ATG y DSC, respectivamente, comparadas a la dieta STD.

« La reduccion en los niveles de colesterol alcanzé cerca del 20% para el

grupo de dietas suplementadas con fructanos.

< Los niveles de glucosa y colesterol en sangre se correlacionaron

positivamente con la ganancia de peso corporal.

< Los ratones alimentados con la dieta suplementada con los diferentes

fructanos exhibieron una mayor concentraciéon de GLP-1 que con la dieta
STD.

< En vena porta, la concentraciéon de GLP-1 en los ratones alimentados con

fructanos fue significativamente mayor comparada a la concentracion STD.

< Finalmente, los resultados obtenidos muestran una influencia positiva del

consumo de fructanos sobre el control del peso corporal y los niveles de

glucosa en sangre de los ratones; lo cual puede ser de interés en el control

y manejo de obesidad y diabetes en humanos.
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XIII. ABREVIATURAS

CAM Metabolismo 4cido de las Crasulaceas

d Dia

DMT1 Diabetes mellitus tipo 1

DMT2 Diabetes mellitus tipo 2

DO Densidad optica

DP Grado de polimerizacion

DPPIV Dipeptidil peptidasa IV

ECNT Enfermedades cronicas no transmisibles
EEM Error estandar de la media

°C Grado centigrado

g Gramos

GLP-1 Péptido-1 tipo glucagon

h Hora

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Kcal Kilocaloria

Kg Kilogramo

http://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx

89/112



3/7/2016 UNIDAD IRAPUATO DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOQUIMICA “Efecto prebidtico de los fructanos de Agaves y Dasyliriony suim

KJ Kilo joule

L Litro

m’ Metro cuadrado

MALDI-TOF-MS Desorcion/lonizacion mediante laser asistida por matriz-

tiempo de vuelo-espectrometria de masas

min Minuto

pL Microlitro

mL Mililitro

mM Milimolar

mRNA Acido ribobucleico mensajero
MRS Mann Rogosa y Sharpe
SCFA Acido grasos de cadena corta
SNC Sistema nervioso central

TGI Tracto gastrointestinal

TLC Cromatografia de capa fina
ufc Unidades formadoras de colonias
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XV. APENDICE

A. Analisis tipo MALDI-TOF-MS de los fructanos de Agave tequilana y
Dasylirion sp.

2000
1800
1600
1400
DP=20
undancia relativa Dasylirion spp.
1200
1000 DP=22
A. tequilana Gto.
800
100 600 1100 1600 2100 2600 3100 3600
m/z

http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:Vwecl082Ycgd:www.ira.cinvestav.mx:86/tesis/urias_2008.pdf+&cd=3&hl=es-419&ct=clnk&gl=mx  103/112



3/7/2016 UNIDAD IRAPUATO DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOQUIMICA “Efecto prebidtico de los fructanos de Agaves y Dasyliriony suim

122

Page 123

B. Curvas de crecimiento para Bifidobacteria spp y Lactobacillus spp.
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C. Programa de la reaccion en cadena de la polimerasa - transcriptasa reversa

Page 124
(RT-PCR).
Ciclos Temperatura Tiempo
1 48°C
1 94°C
94°C
23 (22+1) 60°C
68°C
1 68°C
1 4°C
Page 125

D. Articulo aceptado
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Reaccion

45 min Transcripcion inversa

2 min Desnaturalizacion del hibrido RNA/cDNA

30 seg Desnaturalizacion
1 min Hibridacion de los iniciadores
2 min Elongacion
7 min Elongacion final
@ Conservacion de la muestra
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