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Capitulo I

Caracterizacion comparativa de fructanos comerciales y de los

extraidos de tallos de Agave salmiana y A. tequilana



Abstract

In the fructan industry, currently only the complete heads (stem and leaf bases) of
heterogeneous magueyes in maturity are used. This variable physiological maturity and the
compounds present in the foliar bases (waxes, saponins, chlorophyll and monosaccharides)
affect the composition, quality and homogeneity of the product. Through HPTLC, HPLC
and HPLC-SEC, were characterized and estimated the distribution of the carbohydrate
profile and the degree of polymerization (DP) of the fructans from stems of Agave
salmiana Otto ex Salm-Dyck (ASE) and A. tequilana F.A.C. Weber (ATE) with optimal
physiological maturity (OPM) and were contrasted with commercial fructans of A.
tequilana (ATC) and chicory (IC). The average DP was 14.46, 16.20, 18.25 and 21.11
for IC, ASE, ATC and ATE, respectively. A proportion of fructans with DP> 10 of
73.20 and 83.74 % was recorded in ASE and ATE, respectively. Regarding the proportion
of fructooligosaccharides (DP 3-10), 26.10 and 14.20 % were obtained in ASE and
ATE, respectively, lower than those of IC. ASE and ATE had a lower proportion of
monosaccharides than ATC and IC. The choice of magueyes in OPM, the exclusive use
of its stems and organic extraction, allow the harvest (cultivated) or collection (wild) of
standardized raw material, for the production of fructans with the highest concentration
and quality, and with homogeneous DP, reproducible and characteristic of each species.
The DP for Agave salmiana was confirmed to be 16 and a DP of 21 is presented for the
first time for A. tequilana. The choice of magueys in OPM and the exclusive use of their
stems, allow the harvest (cultivated) or collection (wild) of standardized raw material, for
the extraction of fructans with the highest concentration and quality, and a homogeneous,
reproducible and own DP of each species. The DP for Agave salmiana was confirmed to
be 16 and a DP of 21 is presented for the first time for A. tequilana.

Key words: Agave salmiana, Agave tequilana, heads and stems of maguey, fructans, degree

of polymerization, inulin



Resumen

En la industria de los fructanos actualmente solo se utilizan las cabezas completas
(tallo y bases foliares) de magueyes heterogéneos en madurez. Esta madurez fisiolégica
variable y los compuestos presentes en las bases foliares (ceras, saponinas, clorofila y
monosacédridos) repercuten sobre la composicién, calidad y homogeneidad del producto.
Por medio de HPTLC, HPLC y HPLC-SEC, se caracterizo y estimo la distribucién del
perfil de carbohidratos y el grado de polimerizacién (GP) de los fructanos de tallos
de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck (ASE) y A. tequilana F.A.C. Weber (ATE)
con madurez fisioldgica éptima (MFO) y se contrastaron con fructanos comerciales de
A. tequilana (ATC) y de achicoria (IC). El GP promedio fue de 14.46, 16.20, 18.25
y 21.11 para IC, ASE, ATC y ATE, respectivamente. Se registré6 una proporcién de
fructanos con GP>10 de 73.20 y 83.74% en ASE y ATE, respectivamente. Respecto a
la proporcién de fructooligosacaridos (GP 3-10), se obtuvieron 26.10 y 14.20 % en ASE
y ATE, respectivamente, menores que los de IC. ASE y ATE presentaron una menor
proporciéon de monosacaridos que ATC y que IC. La eleccion de magueyes en MFO, el
uso exclusivo de sus tallos y la extraccién organica, permiten la cosecha (cultivada) o
recoleccién (silvestre) de materia prima estandarizada, para la produccién de fructanos
con la mayor concentracion y calidad, y con GP homogéneo, reproducible y propio de
cada especie. Se confirmé que el GP para Agave salmiana es 16 y se presenta por primera

vez un GP de 21 para A. tequilana.

Palabras clave: Agave salmiana, Agave tequilana, cabezas y tallos de maguey, fructanos,

grado de polimerizacion, inulina



1

Introduccion

Los fructanos son polimeros de fructosa que desempenan diversas funciones relevantes
en la fisiologia de las plantas, sirven como carbohidratos de reserva, aportan resistencia a
condiciones adversas de temperatura, estrés hidrico y patégenos, y les permite sobrevivir
a periodos desfavorables para su crecimiento (Van Arkel et al., 2014). Son utilizados
en la industria alimentaria como ingrediente debido a sus propiedades fisicas, quimicas,
tecnoldgicas y funcionales. Las aplicaciones de estos polisacaridos dependen de sus
cualidades como polimero. Estas cualidades se analizan por medio de métodos analiticos
directos e indirectos para conocer su composicion y perfil de distribucion del grado de
polimerizacién (GP), lo que permite comprobar la autenticidad de la materia prima,
los métodos utilizados para su extraccién y la adicién de carbohidratos a los fructanos
(Moreno-Vilet et al., 2017).

Aunque los fructanos tienen sélo tres tipos de enlaces que unen a sus monomeros:
fru-p (2-1), fru-g (2-6) y glu-g (2-6), su eficiencia metabdlica enzimética y capacidad de
elongarse y ramificarse con la adicién de residuos fructosil, genera diferentes estructuras
en las especies vegetales (Pollock y Cairns, 1991; Livingston et al., 1993; Kaur y Gupta,
2002; Olvera et al., 2007; Madrigal y Sangronis, 2007). Incluso plantas de la misma
especie, pero en diferentes estadios de desarrollo pueden presentar importantes variaciones
en la concentraciéon y grado de polimerizacion de sus fructanos (Pollock y Jones, 1979).
Tanto, que es comuin procesar materia prima en estadios contrastantes de madurez, en la
investigacion como en la industria, lo que imposibilita llegar a una composicion homogénea
entre lotes (Camacho Ruiz, 2016). Ademas de la especie vegetal utilizada, los procesos de su
extraccién y refinado repercuten en su polidispersion y GP de sus estructuras, por lo tanto,
la reproducibilidad del producto final se ve afectada (Pollock, 1986; Ronkart et al., 2007).
Ademas, es irrelevante el avance tecnologico que se aplique a los procesos de extraccién de
fructanos si no se toma en cuenta la fisiologia de la planta utilizada como materia prima,

de otra forma solo se encarece su extraccién (Aires-Barros y Azevedo, 2017).



En el género Agave los fructanos son almacenados en el tallo de la planta durante
su periodo vegetativo y la concentracién maxima de fructanos almacenados se alcanza al
iniciarse la fase reproductora, etapa considerada como el estado de madurez fisiologica
6ptima (MFO) e ideal para la extracciéon de sus fructanos (Aguirre-Rivera et al., 2001;
Babb y Haigler, 2001). Después de dicho estadio los fructanos acumulados son hidrolizados
a monosacaridos (glucosa y fructosa) y removidos del tallo para cubrir las demandas
energéticas de la reproduccién, tanto asexual (produccién de hijuelos) como sexual
(inflorescencia o escapo floral, frutos y semillas)(Wang y Nobel, 1998); asi, la cantidad
de mono y disacaridos en la planta dependera del intercambio dindmico entre sus érganos,
segin la etapa fisiolégica en que se encuentre el maguey (Claassen et al., 1991). La mayor
cantidad de estos azucares libres en la planta de maguey se registra en sus etapas de
crecimiento y durante la reproduccién (Godinez-Hernandez, 2017); por lo tanto, el estado
fisiolégico y el érgano vegetal determinaran la concentracién y la composicion de los

fructanos extraidos.

En los agaves la MFO e idonea para la extraccién de fructanos se identifica en el
campo por el adelgazamiento del cogollo y porque las puntas de sus ultimas pencas por
desplegar se encuentran por debajo del apice de las ya desplegadas (Aguirre-Rivera et al.,
2001). Este estado fisiolégico en el campo es reconocido como maguey “quiotillo” para el

caso de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y como maguey “novillo” para A. tequilana
F.A.C. Weber (Godinez-Hernandez et al., 2016b).

Actualmente la industria de los fructanos de Agave utiliza cabezas (conjunto del tallo
y bases foliares) completas de la especie A. tequilana para su extraccién, para lo cual se
considera principalmente su edad cronolégica (anos de plantada en campo) como indicador
de madurez (Arrizon et al., 2010). Esta madurez fisiolégica variable de la materia prima
y los compuestos de las bases de penca (ceras, saponinas, clorofila y gran cantidad de

monosacaridos) influyen negativamente en la calidad del producto final.

Por ello, se han desarollado e implementado diversas etapas de purficacion en el
proceso extraccion para purificar los fructanos: solventes, membranas de nailon de 0.2 pm
para retirar proteinas, carbon activado y membranas de intercambio aniénico y catiénico y
técnicas de ultra y nanofiltraciéon con membranas de celulosa hidrofilica para separar mono
y disacaridos (fructosa y sacarosa) principalmente, para cumplir la normativa NOM-002-
SAGARPA-2016, que en suma no deben superar el 20 %, el doble de lo permitido para

los fructanos de achicoria (Aguirre-Rivera et al., 2001; Camacho Ruiz, 2016; Godinez-



Hernandez et al., 2016a; SAGARPA, 2016), ya que se consideran indeseables para los
fructanos y con el propdsito de incrementar su calidad y pureza (Alvarado et al., 2014;
Moreno-Vilet et al., 2017; Reynoso Ponce et al., 2017).

Ademas con la finalidad de justificar dichos procesos de refinacién, se ha propuesto
la separacién de los fructanos integros en fracciones de alto o bajo GP para aportar valor
econémico y utilidad industrial, y para desctacar las caracteristicas fisicas, quimicas,
tecnologicas y funcionales que aporta cada fraccion para diversos propdsitos en la
industria alimentaria; asi, la fraccion de los fructanos con GP>10 son incorporados
principalmente a diversos productos alimentarios como emulsificantes y sustitutos de grasa
y los fructooligosacaridos (FOS) con GP entre 3 y 10 se anaden como endulzante bajo en
calorfas (Olvera et al., 2007; Garcia Gamboa et al., 2018).

Sin embargo, Godinez-Hernandez et al. (2016¢)desarrollaron una metodologia simple
para extraer de los tallos de magueyes en MFO, fructanos integros (sin separaciones por
grado de polimerizacién) con alto rendimiento, buena calidad y escasa variacién en su
composicién, sin que se mezclen con otros compuestos presentes en las bases foliares,
que tengan que ser eliminados posteriormente a la extraccién con un costo adicional

significativo .

Asi, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar y estimar el grado medio de
polimerizacion de los fructanos extraidos de tallos de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck
(ASE) y A. tequilana F.A.C. Weber (ATE) con similar estado de MFO y proceso de
extraccién simplificado, y de fructanos comerciales de A.tequilana (ATC) y de achicoria
(Cichorium intybus L.) (IC).



2

Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Para la identificacion cualitativa de carbohidratos por cromatografia en capa fina
de alta resoluciéon (HPTLC, por sus siglas en inglés), la cuantificacién de carbohidratos
por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC, por sus siglas en inglés) y para la
estimacion del GP por cromatografia de exclusién de tamano de alta resolucion (HPLC-
SEC, por sus siglas en inglés) se utilizaron estdndares de fructosa, glucosa, sacarosa,
nistosa, 1-kestosa y FOS de achicoria e inulina (fructanos mayores a 5 GP) y dextranos
(Sigma-Aldrich ®), San Luis Misuri, EE.UU.), maltopentosa, maltohexosa y maltoheptosa
(Supelco, EE.UU.).

2.2. Fructanos comerciales

Se utilizaron fructanos de achicoria (Cichorium intybus L.) (Orafti ®) Synergy 1,
Tienen, Bélgica) declarados como una mezcla de FOS e inulina (792 %) y fructanos de A.
tequilana F.A.C. Weber (Inufib ™, Jalisco, México).

2.3. Extraccion de fructanos de tallos de A.

salmiana y A. tequilana

Se procesaron seis cabezas de cada especie de maguey, todas con MFO, esto es,
con la maxima concentraciéon de fructanos (Aguirre-Rivera et al., 2001). Las cabezas de
maguey mezcalero potosino (A. salmiana, ASE) en estadio quiotillo fueron recolectadadas
en agostaderos ejidales del municipio de Charcas, San Luis Potosi; las cabezas de maguey

tequilero (A. tequilana, ATE) se cosecharon en una plantacién en Arandas, Jalisco.



A todas las cabezas les fueron retiradas las bases foliares y solamente el tallo fue

utilizado para la extraccién del concentrado de fructanos (CF).

El CF de los tallos de ambas especies se obtuvo de acuerdo con el método desarrollado
por Godinez-Hernandez et al. (2016¢): con un extractor centrifugo comercial (International
EXS, CD. México, México) se obtuvo un jugo primario (JP) de trozos del tallo y un
jugo secundario (JS) por compresién de su bagazo con una prensa hidraulica de 20t
(Urrea 2471, Espana); ambos jugos se estabilizaron independientemente en bano Maria
(53° C/1 h), posteriormente se eliminaron los minerales insolubles (rafidios de oxalatos de
calcio) mediante centrifugaciéon a 2000 rpm/15 min/0°C (DAMON PR-6000, California,
EE. UU.) y el sobrenadante se evapor6 parcialmente a 42°C a baja presion (152 mm Hg)
hasta alcanzar 50 ° Brix (J. P. Selecta Gastrovac, Barcelona, Espana). Finalmente, los
jugos concentrados se secaron en un horno de aire forzado (36 h/ 55°C) (Shel-Lab FX-14,
Oregon, EE. UU.) y el CF en escamas obtenido fue mezclado, pulverizado y almacenado

a temperatura ambiente en recipientes herméticos.

2.4. Contenido de cenizas totales de los fructanos

Las cenizas totales se obtuvieron mediante la calcinacion de las muestras. Para ello
se pesaron 5 g de cada muestra y se calcinaron en una mufla (LINDBERG SB, 51844,
Wisconsin, EE. UU.) a 550 °C por 2 h. Las muestras calcinadas se colocaron en un
desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y posteriormente fueron pesadas para

obtener el porcentaje de cenizas totales mediante la diferencia de peso inicial y final.

2.5. Identificacién cualitativa de aziicares por
HPTLC

Se prepararon soluciones de las muestras de fructanos (ASE, ATE, ATC e IC) y
estdndares a 20 mg/mL en agua destilada y se atomizaron 2 pL. de forma semiautomatizada
por el equipo CAMAG LINOMAT 5 (Muttenz, Suiza). Como fase estacionaria se utilizaron
placas de silica Nano-SIL NH2/UV254 de 20 x 10 cm (Macherey-Nagel, Alemania) y como
fase mévil una mezcla de n-butanol: metanol: agua: acido acético 50:25:20:1 (v/v/v/v) con
tiempo de corrida de 2 h. Posteriormente la placa fue calentada a 180°C /10 min (Corning™
PC-420 Stirrer Hot Plate, EE.UU.) y atomizada con etanol: dcido sulftirico: anisaldehido,
18: 1: 1 (v/v/v); posteriormente nuevamente se calenté a 180°C /10 min y se revelaron sus

componentes a luz visible (400-700 nm).



2.6. Cuantificacion de carbohidratos por HPLC

La cuantificacion de carbohidratos se hizo por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con un equipo (Agilent Technologies serie 1100, California, EE. UU.) con
detector de indice de refraccion a temperatura de 50°C. Como fase estacionaria se utilizd
una columna de intercambio iénico (HP-Aminex 87-C [7.8 mm x 300 mm| Bio Rad,
Philadelphia, EE. UU.) a 75°C y como fase mévil se utiliz6 agua grado HPLC (Fermont(®),
México) con flujo de 0.5 mL/min y tiempo de corrida por muestra de 20 min. Los
carbohidratos se identificaron por comparacién con tiempos de retencién con los estandares

de referencia (Godinez-Hernandez et al., 2016¢).

2.7. Estimacion del grado de polimerizacion por
HPLC-SEC

El perfil de distribucién del peso molecular y grado de polimerizacién promedio (GPP)
basado en su longitud de cadena fue estimado mediante un sistema de cromatografia liquida
de alta resolucién por exclusién de tamano (HPLC-SEC)y por medio de un equipo HPLC
Waters-E2695 (Massachusetts, EE.UU.) acoplado a un detector con indice de refraccién
(RI-2414). Como fase estacionaria se utiliz6 una precolumna y columna Ultrahydrogel ™
DP 120 A (7.8 mm x 300 mm) a 61.7 °C y con una amplitud de exclusién de tamafo
de 100 a 5000 KDa (Waters, Massachusetts, EE.UU.). La fase mdvil fue agua HPLC
tridestilada, filtrada (con membranas de polisulfona de 0.45 pm) y acidificada con acido
fosférico a pH=4.5-5, con un flujo de 0.36 mL/min (Moreno-Vilet et al., 2017). Para el
control del funcionamiento del sistema y el andlisis de datos se utilizé la ChemStation con
el software Agilent OpenLLAB. El calculo del peso molecular promedio en nimero (Mn),
peso molecular promedio en peso (Mw), indice de dispersidad (D), nimero promedio del
grado de polimerizacién de fructanos (GPn) y peso promedio del grado de polimerizacion
de fructanos (GPw) se realizé con las férmulas detalladas por Moreno-Vilet et al. (2017).
Todos los andlisis fueron llevados a cabo por triplicado y los resultados se presentan en

promedios con su desviacién estandar (X + DE).



3

Resultados y discusion

3.1. Rendimiento de fructanos

Respecto a la morfologia de las cabezas de ASE y ATE en MFP se obtuvieron aspectos
totalmente opuestos, ASE fue de mayor tamano (79.90 kg), con menor nimero de pencas
y mas suculentas, y ATE fue de menor tamano (44.20 kg) y con mayor niimero de pencas

y menos suculentas.

La proporcién de tallo respecto de su cabeza fue 8.30 y 22% para ASE y ATE
respectivamente, de los cuales se obtuvo un volimen de jugo (JP 4 JS) de 4.01 para
ASE y de 5.5 L para ATE, del cual se generaron por secado en promedio por tallo 976.50
g y 1611.60 g respectivamente de concentrado de fructanos con el proceso completo de

extracciéon (Cuadro 3.1).

Los resultados mostrados en el presente trabajo confirman los obtenidos por Godinez-
Hernandez et al.,(2016b; 2016¢) sobre el rendimiento de fructanos obtenidos de tallos de
ASE y ATE en MFO y proceso de extraccion similar, y la estimacion indirecta de que ASE
contiene en base seca aproximadamente sélo la mitad de azicares fermentables que ATE
(Aguirre-Rivera et al., 2001). La mayor proporcién del tallo y al ser una especie conocida

por su riqueza en carbohidratos ATE es superior en el rendimiento de fructanos que ASE.
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Cuadro 3.1: Rendimiento de concentrado de fructanos de tallos de agave en
madurez fisiolégica 6ptima

Variable ASE ATE
Peso de la cabeza fresca (kg) 79.90 £+ 21.30 44.20 £+ 14.00
Peso del tallo fresco (kg) 6.70 £ 2.10 9.80 £+ 3.30

Concentrado de fructanos (g)  976.50 = 235.90  1611.60 & 630.50

ASE: Fructanos de A. salmiana Otto ex Salm-Dyck , ATE: Fructanos de A. tequilana F.A.C. Weber.
Media & DE (n= 6).

3.2. Ildentificacion cualitativa de carbohidratos por
HPTLC

El perfil de bandas generado por el analisis cromatografico de las muestras de fructanos
y FOS (Figura 3.1) evidencia que todas tienen nistosa, 1-kestosa y sacarosa. En la parte

inferior de la cromatoplaca se observan los fructanos con GP>10 como una banda oscura.

Se confirmé que la muestra de inulina comercial (carril 8) es una mezcla de FOS y
fructanos. En las muestras de fructanos de tallos independientes de ATE (carriles 10-13)
y de ASE (carriles 15-18) se observan componentes similares, como se esperaria al ser

especies del mismo género y extraidos de la misma forma.

En los fructanos obtenidos a partir del JS de cada especie de maguey (carriles 14
para ATE y 19 para ASE) se present6 en la parte superior de la cromatoplaca una banda
intensa color marrén (fructosa), en contraste con la muestra de fructanos extraidos del JP.
Esto sugiere que en el proceso de extraccién establecido por Godinez-Hernandez et al.
(2016¢), la manipulacién del bagazo podria hidrolizar una parte de los fructanos; sin
embargo, la cantidad de fructosa que se registra en el JS es mucho menor que en los
fructanos industriales de ATC (carril 9), extraidos normalmente de cabezas, con las bases
foliares enriquecidas en sacaridos. Esta técnica es una prueba basica y rapida de barrido
para discriminar entre fructanos de agave y achicoria, asi también para evaluar su calidad
comercial (Alvarado et al., 2014).
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Figura 3.1: Cromatoplaca de muestras de estandares de referencia y de fructanos 1:
glucosa, 2: fructosa, 3: sacarosa, 4: nistosa (GP=4), 5: 1-kestosa (GP=3), 6: FOS de
A. tequilana, 7: FOS de achicoria, 8: inulina comercial, 9: fructanos comerciales de A.
tequilana , 10-13: frutanos de tallos de A. tequilana, 14: fructanos de jugo secundario de
A. tequilana, 15-18: frutanos de tallos de A. salmiana, 19: fructanos de jugo secundario
de A. salmiana

3.3. Cuantificacion de carbohidratos por HPLC y

cenizas

En el Cuadro 3.2 se resumen los resultados de la cuantificacion de carbohidratos por
HPLC y cenizas totales. El porcentaje de fructanos con GP>4 fue de 94.3, 92.3, 88.9 y
81.5 para ATC, ATE, ASE e IC; y el porcentaje de FOS (GP 3 a 10) fue 20.56, 6.52, 4.02
y 3.17 para IC, ASE, ATC, ATE, respectivamente. En el caso de la inulina comercial se
comprobd que es una mezcla de compuestos con alto y con bajo grado de polimerizacion.
En cuanto a los fructanos de agaves, destacd su mayor contenido de fructanos con GP>4,
y su menor porcentaje 1-kestosa que los fructanos de achicoria. En estudios previos con la
misma metodologia se obtuvieron resultados para ASE (Godinez-Hernandez et al., 2016¢;
Godinez-Herndndez, 2017) y para ATE (Godinez-Herndndez et al., 2016b) concordantes

con los obtenidos en el presente estudio, con lo cual se confirman estos resultados.
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Cuadro 3.2: Composicién quimica (mg/g de CF base seca) de los fructanos de
diferentes fuentes

TR

Compuestos (min) 1C ATC ATE ASE
("Inulina”) GP>4  7.74  815.65 + 72.89 943.31 £+ 26.82  923.29 £+ 37.01  889.92 + 44.79
1-Kestosa 8.62 118.64 £ 25.56 12.51 £ 5.79 14.08 £+ 5.26 23.56 £ 4.72
Sacarosa 9.62 39.49 £ 3.10 6.39 + 0.48 10.99 £ 5.28 32.63 £ 8.82
Glucosa 11.65  29.89 £ 7.21 2.34 £ 1.55 2.91 £1.33 3.58 £ 0.72
Fructosa 15.85 18.45 £+ 9.43 19.53 + 9.44 3.93 £ 0.86 5.50 £ 1.98
CH solubles (%) - 98.45 98.09 95.52 95.77
Cenizas (%) - 0.20 1.03 1.94 2.47

CF:Concentrado de fructanos, TR:Tiempo de retencién,IC: Inulina comercial, ATC: Fructanos
comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos de A. tequilana F.A.C. Weber, ASE: Fructanos de A.
salmiana Otto ex Salm-Dyck, CH:carbohidratos. Media & DE; n=6

El CF de tallos de plantas en MFP y con un método simple de extraccion los fructanos
>4GP en ASE y ATE fueron superiores a 800 mg/g de materia seca de los fructanos y
a los reportados por Mancilla Margalli y Léopez (2006) para distintas especies de maguey
(360-740 mg/g MS) extraidos con etanol; y similares a los fructanos comerciales de IC y
de ATC que se extraen de manera industrial. En cuanto al contenido de fructosa ASE y
ATE fue inferior al rango al reportado por Mancilla Margalli y Lépez (2006), 40-130 mg/g
MS, para varias especies de maguey, probablemente se deba a la imprecision de la madurez

cronolégica utilizada.

El proceso industrial actual para la produccién de fructanos de Agave implica la
incorporacién de origen de sustancias indeseables presentes en las bases foliares; por ello,
se incluyen etapas de purificacién y desmineralizacién. Es posible que a esto se deba su
mayor contenido de carbohidratos solubles (98.45% en IC y 98.09% en ATC) que el
registrado para los fructanos experimentales (95.77% en ASE y 95.52% en ATE). La
misma explicacién valdria para el porcentaje de cenizas mayor en los fructanos obtenidos
en el laboratorio (2.47 en ASE y 1.94 en ATE) que en los comerciales (1.03 en ATC y 0.20
en IC).
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3.4. Estimacién del grado de polimerizacion por
HPLC-SEC

La estimacién del grado de polimerizacién por HPLC-SEC (Cuadro 3.3) y la
caracterizacién del perfil de distribucion (Figura 3.2) evidencian que la inulina comercial
es una mezcla de fructanos con GP>10 (51.75%) y de FOS con GP entre 3 y 10 (43 %),
grado de polimerizaciéon promedio (GPP) de 14.46 e indice de polidispersién (D) de 1.63.
En cuanto a peso molecular no se encontré tendencia alguna entre los diferentes fructanos

evaluados.

Abundancia relativa (%)

0 I..I.--l|IIIIII|IIIIIIIIIIII||||HIH‘IHI‘.HllIIIIII IH |

50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 & 6 4 2

Grado de polimerizacién

Figura 3.2: Distribucién del grado de polimerizacién de Inulina comercial (Sinergy 1(®))
obtenida con HPLC-SEC

Moreno-Vilet et al. (2017) encontraron un GPP de 18.19 en los fructanos de cabezas
de A. tequilana con 6 anos de plantado, una distribucién de 76.48 % de GP>10, 17.9% de
FOS y 5.63 % de monosacaridos; y en cabezas con 4 afnios de plantado el GPP fue de sélo
14.48, GP>10 58.95 %, con 33.58 % de FOS y 7.48 % de monosacéridos. Dichos autores
(Moreno-Vilet et al., 2017) también evaluaron los fructanos de dos productos diferentes y
encontraron las siguientes diferencias entre ellos: GPP de 14.98 y 19.49, GP>10 de 64.94
y 76.62%, y FOS de 26.36 y 17.52%, y contenido de monosacaridos de 8.71 y 5.86 %.
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Estos resultados evidencian la heterogeneidad del GPP que se encuentra en los lotes de
fructanos comerciales de A. tequilana, debido a la notable variacion en madurez fisiolégica

de la materia prima elegida por su madurez cronoldgica.

En los fructanos de tallos con similar MFO (quiotillos) de ASE (Cuadro 3.3) se
registrd el menor porcentaje (0.7 %) de sacdridos libres (sacarosa, glucosa y fructosa) de
todos los fructanos evaluados, un GPP de 16.2 y la proporcién de fructanos con GP> 10
fue 73.2% y el de FOS 26.1 %. Estas estimaciones confirman los resultados de Godinez-
Hernandez (2017) para la misma especie y procesada con igual enfoque metodoldgico pero
discrepa de los resultados de Michel-Cuello et al. (2008) para esta misma especie (GPP
de 8); esta discrepancia es atribuible a las diferencias en el método de extraccién y en el

érgano utilizado para su extraccién (cabeza completa).

Segun Lépez et al. (2003), el GP de los fructanos de A. tequilana oscila entre 3 y 29
unidades. Por su parte Mancilla Margalli y Lépez (2006) estimaron el GPP de diversas
especies del género Agave distribuidas en México con edad cronoldgica similar (anos de
la plantacién) y presentan valores para A. tequilana de Jalisco (18.12) y de Guanajuato
(7.13), para A. angustifolia de Oaxaca (31.75) y de Sonora (13.07), A. potatorum (15.34)
y A. cantala (11.17) de Oaxaca y A. fourcroydes (6.66) de Yucatan.

De acuerdo con Montanez-Soto et al. (2011), el tamafnio promedio de las moléculas de
fructanos es menor en las puntas de las hojas de A. tequilana y se incrementa hacia sus
bases, donde alcanzan su tamano maximo (GPP 25.75), sin embargo las pencas son érganos
con funciones metabdlicas totalmente distintas a las del tallo, por lo cual, el contenido de
fructanos y el GP que pudiera existir en las bases de las pencas es mucho menor que el que
existe en el tallo; segiin estos autores dichas diferencias en GPP pueden deberse también a
la edad de la planta, las condiciones de cultivo, asi como a la metodologia empleada para su
identificacién y cuantificacién. Este tltimo punto lo evidenciaron Moreno-Vilet et al. (2019)
al encontrar diferencias en la distribucion del peso molecular de diversos fructanos de agave
con HPLC-SEC o con MALDI-ToF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time-Of-Flight Mass Spectrometry).
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Cuadro 3.3: Distribucién de peso molecular (g/mol), polimerizacién y contenido de aziicares de diferentes

tipos de fructanos

Mono y
GP >10 GP 3-10 . .
Fructano Mn Mw GPn GPw D disacaridos
(%) (%)
(%)

IC 2362.13 £ 16.78 3866.34 + 17.99 14.46 £ 0.10 23.74 £0.11 1.63 £0.00 51.75+0.34  43.00 & 0.37 5.26 + 0.04
ATC 2976.58 £+ 29.93 3992.79 + 14.71 18.25 £ 0.18 24.52 £ 0.08 1.35 &+ 0.01 75.25 £ 0.76 16.19 £ 0.47 8.56 &+ 0.30
ATE 3439.32 + 26.73 4258.69 £ 22.99 21.11 £0.16 26.16 £ 0.14 1.24 £ 0.01 83.74 £ 0.92 14.12 + 0.26 2.14 £ 0.77
ASE 2651.10 = 49.77  3459.50 &+ 135.91 16.20 =+ 0.31 21.20 £ 0.84 1.30 & 0.03 73.20 £ 0.47 26.10 £ 0.87 0.70 &+ 0.41

IC: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos de A. tequilana, ASE: Fructanos de A. salmiana. Mn:
Peso molecular medio en nimero; Mw: Peso molecular medio en peso; GPn: Grado de polimerizacién promedio en nimero; GPw: Grado de
polimerizacién promedio en peso; D:Dispersidad. Media &= DE, n= 6.



Los fructanos ATC presentaron mayor proporcién de mono y disacaridos (8.56 %) . En
efecto, Alvarado et al. (2014), en tres marcas de fructanos comerciales de la misma especie,
registraron entre 3.1 y 7.5 % de mono y disacaridos, lo cual evidencia la heterogeneidad al
respecto en los fructanos del mercado. Cabe resaltar que al utilizar exclusivamente el tallo
del maguey de ATE como materia prima para la extraccion de sus fructanos, se reduce el
porcentaje de azticares libres (2.14 %), sin necesidad de anadir etapas de purificacién al

proceso, como sucede con las marcas comerciales.

En el presente estudio se documenta por primera vez que los fructanos extraidos sin
refinamientos de los tallos de A. tequilana y con MFO (ATE) tienen un GPP de 21.11,
y una proporcion de fructanos con GP>10 de 84 % y de FOS 14.12% ; en contraste, los
fructanos comerciales de A. tequilana (ATC) presentaron GPP de 18.25, proporcién de
fructanos con GP>10 de 75 % y de FOS 16.19 % (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Distribuciéon del grado de polimerizacién de fructanos de A. tequilana
comerciales (ATC) y extraidos en laboratorio (ATE) obtenida con HPLC-SEC.

Al comparar los fructanos derivados de tallos de A. salmiana y A. tequilana en similar
MFO e igual proceso de extraccion (Figura 3.4), la proporcion de fructanos con GP>10
fue de 83.74 % y de 73.2 % para ATE y ASE respectivamente, y de FOS fue 26.1 % y 14.2%

para ASE y ATE, respectivamente. Ambos tipos de fructanos extraidos en el laboratorio
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presentaron menor proporcién de monosacaridos que los fructanos comerciales de ATC,
lo cual podria deberse a una menor hidroélisis con la extraccion en el laboratorio, pero es
mas claro que fue debido al uso exclusivo del tallo del maguey como materia prima para

su extraccion, pues con ello se evita la contribucion de sacaridos de las bases de penca al
extracto.

ASE mATE

Abundancia relativa (%)

[

1“4 12 10 B L 4

Grado de polimerizacion

Figura 3.4: Distribucién del grado de polimerizacién de fructanos de A. salmiana (ASE)

y A. tequilana (ATE) extraidos en laboratorio (en MFO y con extraccién sin refinamiento)
obtenida con HPLC-SEC.

La NOM-002-SAGARPA-2016 (SAGARPA, 2016) establece un limite maximo de 5 %
de sacarosa, 6 % de glucosa y 9% de fructosa en los fructanos comerciales; asi se permite
20 % como valor maximo de aziicares de bajo peso molecular en los fructanos comerciales,

por lo que todas las muestras evaluadas cumplen con dicha normativa bastante laxa.

El GP de los fructanos de tallos con MFO de ATE fue superior (21) al de ASE
(16) incluso que ATC, bajo las mismas condiciones de extraccién y andlisis, ademéds de
ser superior en el rendimiento presenta ventajas sustanciales en cuanto al contenido de
fructanos por kg de materia prima. Estas dos especies son importantes a nivel nacional,
ATE es la especie que mayormente se cultiva en México para la produccién de tequila

y ASE es la especie silvestre de mayor distribucion en el territorio mexicano y ambas se
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han estudiado para multiples propdsitos como aguardientes, jarabe de maguey, fructanos,

entre otros.

Si bien la metodologia HPLC-SEC habia resultado adecuada para la obtencién del
GPP y del perfil de distribucion de peso molecular de diversas fuentes de fructanos
(Moreno-Vilet et al., 2017), también resulté ser una herramienta robusta para distinguir
los fructanos estandarizados de A. salmiana de los de A. tequilana, por lo que podria
ser utilizada para caracterizar los fructanos de diversas especies de maguey, aunque su
reproducibilidad analitica dependera de que los magueyes sean elegidos con similar MFO,

como lo realizado en este estudio.

En la actualidad hay gran interés por fraccionar los fructanos de acuerdo con su GP,
para anadir las fracciones a diversos productos alimentarios y para realizar evaluaciones
biolégicas por sus diferencias fisicoquimicas y tecnofuncionales (Garcia Gamboa et al.,
2018). Sin embargo, utilizar el concentrado de fructanos integro para evaluaciones
analiticas y biolégicas, es decir, sin separaciones ni purificaciones, puede ser un método
practico y escalable también valido para la industria alimentaria. A la vez, en las
evaluaciones biolégicas experimentales con los fructanos integros o naturales se tendria
una mezcla compleja de diferentes longitudes de cadena, propias de la sintesis metabdlica
de la planta, las cuales podrian ejercer beneficios en el organismo complementarios entre
si, con la ventaja de ofrecer una mayor diversidad de sustratos fermentables para el
amplio consorcio de bacterias colonicas, y posiblemente una mayor diversidad de respuestas

fisiolégicas en el organismo.

Las diferencias muy marcadas en el GP registrado en los fructanos de Agave han
sido atribuidas a factores abidticos que repercuten en el crecimiento del maguey en las
regiones propias de cada especie (Mancilla Margalli y Lépez, 2006). Es razonable que
existan diferencias entre especies, aunque compartan el mismo ambiente; sin embargo, los
cambios en composicién que sufre una planta de maguey durante un ciclo de vida son de
mucha mayor magnitud que los que pueden deberse a factores climaticos estacionales o
de maés corto plazo. Por ello se debe recurrir al concepto de MFO para estandarizar la
composicion de la materia prima y considerar solo a los tallos para su extracciéon y con
ello evitar la contaminacién de los extractos con mono y disacaridos y otras sustancias
indeseables. Asi, la supuesta edad de la planta, que en realidad se refiere al tiempo que ha
estado plantada, debe descartarse como criterio de madurez, pues ademas es inaplicable a

poblaciones silvestres (Aguirre-Rivera et al., 2001; Godinez-Herndndez, 2017).
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4

Conclusion

La eleccién de magueyes en MFO, el uso exclusivo de sus tallos y la extraccién
organica, permiten la cosecha (cultivada) o recoleccién (silvestre) de materia prima
estandarizada, para la produccién de fructanos con la mayor concentracién y calidad,
y con GP homogéneo, reproducible y propio de cada especie. Se confirmé que el GP para

Agave salmiana es 16 y se presenta por primera vez un GP de 21 para A. tequilana.
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Capitulo 11

Efectos de fructanos de maguey, inulina y almidén sobre

componentes del sindrome metabdlico en ratas Wistar sanas
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Abstract

The consumption of prebiotics has been increased due to its benefits on metabolism,
body composition and gut microbiota. Therefore, some physiological effects were evaluated
for 20 weeks in healthy Wistar rats supplemented (10 %) with rice starch (RS), commercial
chicory fructans (I) and Agave tequilana (ATC) and fructans extracted from stems of
A. salmiana (AS) and A. tequilana (ATE) with optimal physiological maturity (OPM).
Food consumption was maintained during the experimental period with no difference
between treatments, but with I the body weight and abdominal adipose tissue decreased
significantly at the end of the experiment. Serum concentrations of glucose, total cholesterol
and triglyceride remained within the reference limits without statistical differences between
fructans. Supplementation with maguey and chicory fructans significantly increased the
cecal content; at the same time, it favored bowel emptying and improved stool consistency.
Also, this supplementation was innocuous for the liver and the intestinal tract and instead
an increase of intracellular mucin was observed in the cryptic pits of the colonocytes.
The AS treatment kept the genus Lactobacillus in abundance similar to treatment I, but
greater than ATC and ATE, also caused the greater fecal microbial diversity. In general, the
supplementation with intact fructans of A. salmiana and A. tequilana in healthy animals,

produced beneficial effects similar to those generated by inulin.

Key words: Agave fructans, adipose tissue, serum wvariables, intestinal microbiota, colon

and lwer histology
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Resumen

El consumo de prebidticos se ha incrementado por sus beneficios sobre el metabolismo,
la composicion corporal y la microbiota intestinal. Por ello, se evaluaron durante 20
semanas algunos efectos fisioldgicos en ratas Wistar sanas suplementadas (10 %) con
almidén de arroz (A), fructanos comerciales de achicoria (I) y de Agave tequilana
(ATC) y fructanos extraidos de tallos de A. salmiana (AS) y A. tequilana (ATE) con
madurez fisiolégica éptima (MFO). El consumo de alimento se mantuvo durante el periodo
experimental sin diferencia entre tratamientos, pero con I el peso corporal y tejido adiposo
abdominal disminuyé significativamente al finalizar el experimento. Las concentraciones
séricas de glucosa, colesterol total y triglicéridos se mantuvieron dentro de los limites de
referencia sin diferencias estadisticas entre fructanos. La suplementacién con fructanos de
maguey y de achicoria increment6 significativamente el contenido cecal; a la vez, favorecié
el vaciado intestinal y mejord la consistencia de las heces. También, esta suplementacién
resulté inocua para el higado y para el tracto intestinal y en cambio se observé un
incremento de mucina intracelular en las fosas cripticas de los colonocitos. El tratamiento
AS mantuvo al género Lactobacillus en abundancia similar que el tratamiento I, pero
mayor que ATC y ATE, ademés provoco la mayor diversidad microbiana fecal. En general,
la suplementacion con fructanos integros de A. salmiana y A. tequilana en animales sanos,

produjo efectos benéficos similares a los generados por la inulina.

Palabras clave: Fructanos de Agave, tejido adiposo, variables séricas, microbiota intestinal,

histologia del colon y hepdtica
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5

Introduccion

El consumo de alimentos funcionales se ha incrementado recientemente para mejorar
el metabolismo, la composicién corporal y la microbiota intestinal (Siré et al., 2008;
D’Argenio y Salvatore, 2015). Dentro de los alimentos funcionales los prebiéticos destacan
por ser sustratos selectivamente utilizados por los microorganismos benéficos para la salud
(Gibson y Roberfroid, 1995; Gibson et al., 2017). Los prebidticos méas utilizados son
carbohidratos fermentables, como los fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacédridos
(GOS), almidon resistente, asi como fructanos obtenidos de la pataca ( Helianthus tuberosus
L.), las dalias (Dahlia spp.) y principalmente de la achicoria (Cichorium intybus L.)
(Van Arkel et al., 2014).

Los fructanos de achicoria (inulina) son ampliamente usados por la industria
alimentaria por sus propiedades fisicoquimicas y propiedades funcionales. Estos fructanos
rutinariamente incluidos en la dieta, provocan beneficios a la salud (Flamm et al., 2001;
Roberfroid et al., 2010), principalmente como prebidticos (Mueller et al., 2016), ademas
disminuyen el tejido adiposo abdominal y la concentracién plasméatica de glucosa y
colesterol, ya que mejoran el metabolismo de los carbohidratos y los lipidos (Luo et al.,
1996; Delzenne y Kok, 1998). Por razones histéricas la inulina y los FOS que se obtienen de
su hidrolisis parcial son los fructanos actualmente mas utilizados, estudiados y demandados
en nivel global por la industria alimentaria. La industria alimentaria de México importa
toda la inulina que requiere, pues la achicoria no se produce en este pais (Godinez-
Herndndez et al., 2016a). A mediados del siglo pasado se descubri6 que los magueyes
(Agave spp.) contienen fructanos como polisacéridos de reserva (Sanchez-Marroquin y
Hope, 1953). El consumo cotidiano de los fructanos presentes en los magueyes (escapo
floral, hojas y tallo) es prehistérico (Fish et al., 1985; Leach, 2007; Leach y Sobolik, 2010)
ya que fueron de las principales plantas aprovechadas por los primeros pobladores de
Aridoamérica para alimentarse y su uso pervive en México desde hace mas que diez mil
anos (Gentry, 1998; Garcia Mendoza, 2007).
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Los fructanos se almacenan en el tallo de los magueyes hasta antes de la apariciéon
del escapo floral o "quiote”, este estadio se considera como la madurez fisiolégica déptima
(MFO) para su extraccién y se reconoce en el campo por el adelgazamiento de la base del
cogollo y porque su espina central esta por debajo de las espinas de las hojas ya desplegadas
(Aguirre-Rivera et al., 2001). Los fructanos de los magueyes tienen una estructura quimica
compleja (Lépez et al., 2003) con enlaces principalmente § (2-1) entre los monémeros
que lo conforman, por ello resisten la hidrdlisis enzimatica del tracto gastrointestinal
superior de los humanos y llegan intactos al colon donde son fermentados por la microbiota
residente, en contraste con la estructura de polisacaridos como el almidén que tiene en su
estructura enlaces a y que el sistema gastrointestinal degrada de manera inmediata tras su
ingestién (Flamm et al., 2001). Ademés los frutanos de magueyes han demostrado poseer
propiedades tecnolégicas favorables para formular alimentos industrializados (Crispin-
Isidro et al., 2015; Gonzélez Herrera et al., 2015; Sosa-Herrera y Delgado-Reyes, 2016) y
efectos biolégicos benéficos para el organismo (Urfas-Silvas et al., 2008; Méarquez-Aguirre
et al., 2013; Moreno-Vilet et al., 2014; Marquez-Aguirre et al., 2016). Por ello, su uso como
ingrediente de diversos productos alimentarios es una alternativa altamente competitiva

al de los fructanos de achicoria (Godinez-Hernandez et al., 2016a).

Actualmente, los fructanos comerciales de maguey se obtienen de Agave tequilana
F.A.C. Weber, pero esta especie también es utilizada para la produccién de aguardientes;
asi, cabe explorar otras especies de magueyes abundantes y subutilizados, como A.
salmiana Otto ex Salm-Dyck (Gentry, 1998; Aguirre-Rivera et al., 2001; Lépez et al.,
2003).

Con base en lo precedente, el objetivo del presente estudio fue comparar los efectos
del almidén de arroz, fructanos comerciales (de achicoria y de A. tequilana) y fructanos
de tallos de A. salmiana y A. tequilana en similar MFO y método de extraccién, sobre
sobre las principales poblaciones bacterianas, metabolismo, histologia hepatica y del colon

y tejido adiposo abdominal de ratas Wistar sanas.
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6

Materiales y métodos

6.1. Polisacaridos probados

Los polisacaridos comerciales usados fueron inulina o fructanos de achicoria (C.
intybus) (Orafti ®) Synergy ', Tienen, Bélgica), fructanos comerciales de A. tequilana
(Inufib™ | Jalisco, México) y almidén de arroz (Tres Estrellas®), Toluca, México). Ademaés,
como polisacaridos obtenidos en el laboratorio, no comerciales, se usaron fructanos de A.
salmiana y A. tequilana extraidos de los tallos de seis individuos en MFO procedentes de
la region de Charcas, S.L.P. y Arandas, Jalisco, respectivamente y procesados de acuerdo

con el método desarrollado por Godinez-Herndndez et al. (2016¢).

6.2. Modelo animal

Se utilizaron ratas macho Wistar de dos meses de edad, con un peso entre 200-
250 g, generadas por el Centro de Biociencias de la Universidad Auténoma de San Luis
Potosi. Cada rata se tomé como una unidad experimental y se les mantuvo en cajas de
polipropileno individuales, situadas en una habitacién acondicionada para ello en el I1ZD,
donde la temperatura varié entre 20 y 25°C, y la humedad relativa entre 30 y 60 %, y el

ciclo circadiano se ajust6é a 12 h luz y 12 h oscuridad.

Los animales experimentales se mantuvieron de acuerdo con las recomendaciones
éticas locales de cuidado y mantenimiento correspondientes (SAGARPA, 2001; Secretaria
de Salud, 1984). El protocolo fue aprobado por el comité de ética (CONBIOETICA—M—
CEI-003-20160830) (Ver en Anexo).

Los animales se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana con una
racién de 25 g per cdpita de alimento estdndar para roedores (Chow® 5008, Missouri,

EE.UU.) y agua ad libitum. Posteriormente, se distribuyeron al azar en seis tratamientos
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(n=9): alimento comercial (C) o 90% de alimento comercial y 10% de cada uno de
los polisacaridos siguientes: inulina comercial (I), fructanos comerciales de A. tequilana
(ATC), fructanos experimentales de A. tequilana (ATE) o de A. salmiana (AS) y
almidén de arroz comercial (A). Los 25 g de alimento al dia, con o sin suplementacion, se

administraron a cada unidad experimental al iniciar el periodo de oscuridad.

El periodo experimental dur6 20 semanas; cada semana se registro el consumo neto de
alimento y el cambio de peso corporal de los animales. Al finalizar el periodo experimental,
los animales se sacrificaron con pentobarbital sédico (0.063 g/mL; SEDALPHARMA ®
Pet ’s Pharma, México) a una dosis de 40 mg/kg de peso por via intraperitoneal; luego
se diseco y peso el tejido adiposo abdominal, se disecé el intestino y se tomaron muestras

para los andlisis histolégicos.

6.3. Bioquimica de muestras séricas

Las muestras sanguineas se obtuvieron mediante punciéon de la vena caudal de cada
unidad experimental, al inicio y al final del experimento. Después de 12 h de ayuno, se
extrajeron 600 nL. de sangre completa; esta muestra se dejé 10 min en reposo y luego se
centrifugé a 2500 rpm por 5 min a 20°C (Centra CL3-R, Thermo IEC, Texas, EE.UU.) para
obtener el suero, el cual fue almacenado a -20°C hasta su analisis. Las variables evaluadas
en este suero fueron glucosa, colesterol total, HDL y triglicéridos, para lo cual se utilizaron
kits enzimdticos comerciales (Bayer, Sées, Francia) y un equipo semiautomatizado para
analisis quimicos (Excel ™ Stanbio, EE.UU.).

6.4. Variaciéon del pH y microbiologia de las heces

La variacién mensual del pH (Hanna Instruments ® pH 211, EE.UU.) de las heces
durante el periodo experimental, se estimé en muestras de 1 g de heces frescas de cada

unidad experimental, colocadas en tubos estériles y homogenizadas con 9 mL de solucién
salina estéril (0.85 %).

Para cuantificar las unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias dcido lacticas
(LAB) y enterobacterias por g de heces, se usé el método de Miles et al. (1938) modificado.
Asi, se realizaron diluciones seriadas de concentracién, de 10% hasta 10'!; posteriormente
se colocaron 10 pL. de cada dilucién en medio bacteriologico sélido por triplicado. La

identificacién de las LAB se hizo con el medio Mann Rogosa Sharpe (Difco, EE.UU.) y se
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incubd en jarras de anaerobiosis (Gas Pack ™) a 37 °C por 48 h; para las enterobacterias se
utilizé el medio Mc Conkey (Difco, EE.UU.) y se incub6 a 37 °C por 48 h. Posteriormente

se realizd el recuento de UFC/g en cada uno de los medios.

6.5. Extraccion del ADN gendémico

La extraccién total de ADN gendémico de las poblaciones de bacterias de las heces de
ratas se baso en la metodologia de Tannock et al. (2013) con algunas modificaciones. Se
colectaron heces al finalizar el periodo experimental en tubos estériles que se almacenaron
a -60°C. Posteriormente, se descongelé la muestra a temperatura ambiente y se pesaron
200 mg que se resuspendieron con 1 mL de buffer de fosfatos estéril (0.1 M, pH=T). Se
filtr6 la muestra con una gasa estéril y se colectaron 500 pL del filtrado, se centrifugd a
13 000 rpm por 5 min (Labnet Spectrafuge™ 16 M, New Jersey, EE.UU.), posteriormente
se decanté el sobrenadante y el precipitado obtenido se resuspendié con 200 pL. de buffer
de lisis (0.01 M). Se separé el pellet del tubo y se agité en vortex durante 30 min a
temperatura ambiente. Se anadieron 50 pL de SDS (dodecilsulfato sédico) al 20 % (IBI
Scientific, lowa, EE.UU.) y 300 pL de acetato de sodio (0.82 mg/mL, pH=5) (Karal,
SA de CV, Guanajuato, México), se agité por 5 min, se anadieron 400 pL. de solucién
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, pH=6.5-6.9) (IBI Scientific, lowa, EE.UU.) y
se mezclé por inmersién. Se centrifugd a 13 000 rpm por 5 min. Se tomaron 400 pL del
sobrenadante y se mezclé con 400 pL. de cloroformo. Se centrifugé a 13 000 rpm por 5
min. Se tomaron 200 pL del sobrenadante y se anadieron 200 pL. de isopropanol frio y 40
nL de acetato de sodio, se mezclé por inmersién. Se incubd a -20°C durante 10 min, y
posteriormente se centrifugd a 13 000 rpm por 10 min. Se decantd la solucion y se seco el
pellet obtenido a 50°C por 3 min (Accublock ™ Digital Dry Bath, New Jersey, EE.UU).

Al obtener el ADN, se resuspendié con 50 pL. de agua inyectable estéril tibia. Se le
agregd 1 pL. de ARNasa A (5 mg/MI) (QIAGEN, Cat No0.19101) y se incub6 1 hr a 37°C.
La concentracion del ADN fue determinada por absorbancia a 230 nm y la pureza fue
estimada por la determinacién del radio A260/A280 con un espectrofotémetro NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, EE.UU.) posteriormente todas las muestras
fueron secadas a 40°C y se ajustaron a 500 ng para comparar la estructura y diversidad
del microbioma bacteriano mediante la amplificacién de un fragmento del gen ARNr 16S

y secuenciacion de alto rendimiento.
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6.6. Amplificacion por PCR y secuenciacion del

fragmento del gen bacteriano ARNr 16S

Las secuencias parciales de la regién hipervariable del fragmento del gen 16S rRNA
(V4 y V5) de la linea de base y el ADN de muestreo de heces final se amplificaron
por PCR usando los cebadores 520 F (5- AYTGGGYDTAAAGNG-3 ) y 907 R (5-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3 ) (Engelbrektson et al., 2010) con dos ejecuciones de
PCR segtn lo recomendado por Kaplan et al. (2019). La calidad denoising, la verificacién
de quimera y la agrupacién de variantes de secuencia de amplicon (ASVs), un andlogo
de mayor resolucién de la OTU tradicional, se realizé utilizando QIIME2 (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology, por sus siglas en inglés) (Version 2018.4-2018.8, https: //
giime2.org ) plugin DADA2 (Callahan et al., 2016).

Las secuencias fueron asignadas a la taxonomia por un clasificador pre-entrenado
Naive Bayes en la base de datos Silva 132 (Quast et al, 2013). Después de la
afiliacion taxonomica, se filtraron las secuencias mitocondriales y cloroplésticas. La riqueza
microbiana, que mide el nimero de taxones en cada muestra (abundancia de microbios),
se determiné calculando el nimero de ASV observados. A semejanza, las medidas del
nimero relativo de taxones en las muestras (la frecuencia de cada taxén se detecté en una
muestra) se midi6 utilizando los indices de Shannon y Simpson. La preparacion de los datos
de la secuencia del microbioma se llevé a cabo utilizando el software R studio 1.1.419, los
paquetes R Phyloseq 1.22.3 (McMurdie y Holmes, 2013) y Vegan 2.4-6 (Oksanen et al.,
2008).

6.7. Analisis histolégico

Al finalizar el periodo experimental, el intestino completo se disec6, se midi6 la
longitud del ciego al ano y se separé el colon; posteriormente los contenidos del ciego
y del colon se pesaron; luego, el colon se enjuagd con solucién salina estéril (0.85 %), se
le realizé una incision longitudinal y se fijé en papel filtro con el lumen hacia el exterior.
También, se extirpé una fraccion ciibica del higado, de aproximadamente 0.5 ¢cm, y ambos
tejidos fueron fijados en paraformaldehido (Sigma-Aldrich ®), Milwaukee, EE.UU.) al
10 % en buffer de fosfatos. Después de la fijacién, dichas muestras se deshidrataron con
gradientes de alcohol-xilol, se incluyeron en parafina, se les hicieron cortes longitudinales

de 6 pm, y se tineron con hematoxilina-eosina. Estos tejidos se analizaron por microscopia
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de campo claro a 40X (Olympus CellSens Entry, Olympus Corporation, Tokio, Japén),
para registrar posibles cambios histologicos debidos a los tratamientos. En el colon se
realizaron mediciones del didmetro de las fosas cripticas (FC) de la mucosa; en el tejido
hepéatico se midieron los ntcleos, pues la macronucleosis es un cambio reactivo que puede

asociarse a toxicidad (Loredo Ramirez et al., 1997).

6.8. Diseno experimental y analisis estadistico

El diseno experimental fue con asignacién completamente al azar de seis tratamientos,
consistente en la suplementacién alimentaria (10 %) con los cinco polisacaridos (I, ATC,
ATE , AS y A) y sin suplementacién (C), a nueve repeticiones, donde cada rata macho

Wistar fue considerada como repeticién o unidad experimental.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SAS versién 9.2 (SAS Institute,
Inc., Cary, North Carolina, EE.UU.); con los datos se realizaron pruebas de normalidad,

andlisis de varianza (ANOVA) y comparacién multiple de medias con la prueba de Tukey.

Con las variables estimadas semanal y mensualmente se realizé un analisis de medidas
repetidas en el tiempo. A las variables con sélo una medicién al finalizar el experimento se
les hizo un analisis de varianza y comparaciéon miltiple de medias con la prueba de Tukey.

El grado de significacion de los datos se basé en una probabilidad p < 0.05.
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7

Resultados y discusion

7.1. Consumo de alimento

El consumo neto de alimento se presenta en el Cuadro 7.1 y Figura 7.1;
no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. A la
suplementacién con inulina se le han atribuido efectos sacietégenos metabélicos (Delzenne
y Kok, 1998; Cani et al., 2004) y mecénicos, al modificar las propiedades reolégicas y
formar redes gelantes en los alimentos (Franck, 2002). Dichos efectos también han sido
atribuidos a la suplementacién de ratones sanos con fructanos de A. tequilana (Urfas-
Silvas et al., 2008), de A. angustifolia y de A. potatorum (Santiago-Garcia y Lopez,
2014), al igual que en ratones obesos suplementados con fructanos de A. tequilana
(Huazano Garcia y Loépez, 2015). Sin embargo, en los estudios antes mencionados el
alimento se proporcioné ad [ibitum a los animales experimentales y en este trabajo el

alimento estuvo permanentemente restringido a 25 g diarios para cada rata.

7.2. Cambios del peso corporal

Los resultados de evaluar el cambio de peso vivo por efecto de los tratamientos
se resumen en la Figura 7.2 y en el Cuadro 7.1. El incremento del peso solo fue
estadisticamente diferente (p<0.05) al finalizar el experimento, especificamente entre el
suplemento de almidén que generé el mayor peso final (514.50 g) y la inulina que produjo
el menor peso final (466.20 g); con el resto de tratamientos y entre ellos mismos, los pesos
finales fueron estadisticamente similares. Estos resultados sobre la disminucion del peso
corporal concuerdan con los obtenidos por Rozan et al. (2008) que suplementaron ratas con
10 % de inulina durante 27 semanas. Cabe sefialar la ausencia de diferencias estadisticas en

ganancia de peso (peso medio final-peso medio inicial) entre tratamientos (Cuadro 7.1).
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Cuadro 7.1: Ingesta neta semanal de alimento y cambio de peso corporal (g)

Peso Peso Ganancia de
. Ingesta Ingesta
Tratamientos corporal corporal peso
basal final

basal final corporal
C 177.66% 169.34% 247.89¢ 487.22¢ 239.33¢
1 173.08% 163.05¢ 250.33% 462.22° 211.89¢
ATC 178.16% 168.03¢ 254.33% 498.89¢ 244.56%
ATE 175.83% 162.06% 265.78¢ 493.33¢ 227.56%
AS 171.22¢ 169.49¢ 268.56% 484.44¢ 215.89¢
A 177.52¢ 163.70¢ 260.10% 514.50¢ 254.40%
EEM 1.75 4.53 8.44 11.80 10.74
p valor NS NS NS <0.05 NS

C: Control, I: Inulina comercial de achicoria, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE:
Fructanos de A. tequilana experimental, AS: Fructanos de A. salmiana, A:Almidon de arroz. Media

+ EEM (n=9).

7.3. Peso del tejido adiposo abdominal

En la Figura 7.3 se resumen los efectos de los tratamientos en el peso del tejido
adiposo abdominal. Los pesos medios més altos (10.00 y 9.91 g) y estadisticamente
similares correspondieron a los animales suplementados con almidén de arroz (A) y
sin suplementacién (C), respectivamente. Los pesos de este tejido en los tratamientos
con fructanos de maguey fueron intermedios y estadisticamente similares entre si, pero
con los fructanos de achicoria se acumul6 la menor cantidad de grasa abdominal, la
cual fue estadisticamente diferente a la registrada con almidén y sin suplemento. Asi,
aunque el consumo de alimento fue constante durante todo el periodo experimental, los
tratamientos provocaron diferencias significativas en el peso final y en la acumulacion de
tejido adiposo abdominal. Huazano Garcia et al. (2017) demostraron que en ratones obesos
la suplementacién con fructanos de maguey puede mejorar los desordenes metabdlicos
asociados al sobrepeso. En cuanto a los fructanos de achicoria, Delzenne et al. (2005)
encontraron que su suplementacién al 10 % redujo la ingesta de alimento y la cantidad de

tejido graso en el epididimo y aumenté la produccién de écidos grasos de cadena corta .
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Figura 7.1: Ingesta neta de alimento durante el periodo experimental. C: Control, I: Inulina comercial,
ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS:
Fructanos de A. salmiana, A:Almidén de arroz.Medias == DE (n=9).

En general, se ha encontrado que el consumo de fructanos promueve la saciedad al
disminuir el apetito y el balance energético general, lo cual reduce el peso corporal final
y el tejido adiposo en los animales de experimentacién (Cani et al., 2004; Meier et al.,
2002b; Meier, 2012; Meier et al., 2002a; Chaudhri et al., 2008).

7.4. Efectos en las variables séricas

Al iniciar el experimento no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos para cada una de las variables séricas cuantificadas, lo cual evidencia
la homogeneidad original de las unidades experimentales (Cuadro 7.2). Al finalizar
el experimento sélo para glucosa se encontré similitud estadistica entre tratamientos.

En colesterol total el tratamiento testigo superd estadisticamente al resto, seguido sin
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Figura 7.2: Cambios en el peso corporal (g) durante el periodo experimental. C: Control, I: Inulina
comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana,
AS: Fructanos de A. salmiana, A:Almidén de arroz.Medias == DE (n=9).

diferencias significativas por la suplementacién con almidén y por los tres tipos de fructanos
de maguey; finalmente, el tratamiento con inulina destacé al provocar estadisticamente el
menor nivel de colesterol total al terminar el experimento. En cuanto a triglicéridos, el
control y el suplemento de almidén también registraron los mayores valores significativos

con respecto a la inulina y los fructanos experimentales de maguey tequilero.

Finalmente, en las lipoproteinas de alta densidad sélo la inulina superé estadistica-
mente al indeseable menor nivel registrado con el suplemento de fructanos de maguey
tequilero extraidos en el laboratorio. Ninguna de las variables séricas evaluadas resultd

significativamente alterada al aplicar cada tratamiento durante el periodo experimental
(Cuadro 7.2).
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Figura 7.3: Peso del tejido adiposo abdominal (g). C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos
comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A.
salmiana, A:Almidén de arroz. Medias = DE (n=9).

Existen diversas explicaciones de como los fructanos ejercen su accion metabdlica en el
organismo. Asi, se menciona que los fructanos modifican los niveles de insulina y glucagén
mediante la regulaciéon del metabolismo de lipidos y carbohidratos (Delzenne y Kok, 1998).
Por otra parte, en ratas alimentadas con fructooligosacaridos se registraron niveles bajos
de colesterol total y triglicéridos séricos, lo cual fue atribuido a una reduccién en la sintesis
de acidos grasos de novo en el higado y a la reabsorcion de los acidos biliares circulantes
(Fiordaliso et al., 1995).
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Cuadro 7.2: Cuantificacién de variables séricas (mg/dL) evaluadas al inicio (B) y al final (F) del periodo
experimental de ratas sanas

Glucosa Colesterol total Triglicéridos Colesterol-HDL
Tratamiento B F B F B F B F
C 106.53+£10.63"  120.52426.97%* 63.39+8.54"! 86.174£17.21%1  67.9249.95%" 84.03+£13.27%1 36.15+£0.17*'  37.214+16.52%!
I 107.714£17.03%1  110.69+£28.78%1  67.2149.01%* 64.48+10.86%'  63.54410.05%! 59.5246.42%1 35.10+5.85%1 48.70+7.62%1
ATC 114.34+18.98%Y  105.75416.67%1  72.87411.54%* 68.04£6.90°¢1  71.28+11.10%1  68.56+£9.52%"1  44.02415.98%'  35.96+14.48%!
ATE 106.51+12.34%1  115.48+26.18%1  73.72+10.63%'  68.74+6.75°!  69.18+10.82%'  59.08+11.55%'  49.44+11.36%! 29.46+7.74%1
AS 116.64+15.74%1  101.63+£20.34%'  81.59+13.90%'  68.04%6.10°>"  72.53+12.72%'  7527+18.71°"'  45.88+14.17%'  45.20414.97°%1
A 125.54+9.76% 121.82430.01%1  77.35+12.27%1  82.0048.81¢%1 70.7649.08! 81.8049.39%* 47.5249.62%  44.39+13.579%

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A.
salmiana, A: Almidén de arroz. Medias £ DE (n=9).
“Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05). 'Medias con diferente digito por renglén para cada pardmetro son
estadisticamente diferentes (p<0.05)



En el presente estudio, la suplementacién con fructanos de achicoria y de maguey
suministrada a unidades experimentales sanas mantuvo los niveles séricos deseables de
glucosa (98-152 mg/dL) (Bolant-Hernandez et al., 1990), colesterol total (37-95 mg/dL)
(Clifford y Giknis, 2008; Dantas et al., 2008), triglicéridos (98-152 mg/dL) y HDL (30-64
mg/dL) (Lima et al., 2014). Cabe destacar que los fructanos de A. tequilana, comerciales
(ATC) y extraidos en el laboratorio (ATE), generaron resultados estadisticamente similares
en todas las variables séricas evaluadas. Con los fructanos de A. salmiana en madurez
fisiolégica 6ptima se han suplementado ratas sanas, sin que se altere la concentracion
normal de las variables metabdlicas séricas al finalizar la experimentacién de corto plazo
(5 semanas/ dosis de 12.5 %) (Castillo Andrade et al., 2018), mediano plazo (12 semanas/
dosis de 20 %) (Jasso-Padilla et al., 2016) y de plazo més largo (20 semanas/dosis de 10 %)

del presente estudio.

Se ha documentado que al separar los fructanos de A. tequilana segin su grado
de polimerizacion, se obtienen resultados fisiologicos dependientes de la complejidad del
polisacarido (Marquez-Aguirre et al., 2013, 2016). En el presente estudio, s6lo se utilizaron
los fructanos completos de A. salmiana y A. tequilana, sin separarlos por grado de
polimerizacién y los beneficios registrados (variables metabdlicas séricas, peso corporal
y tejido adiposo abdominal) fueron similares a los obtenidos al suplementar con fructanos
de A. tequilana (Urfas-Silvas et al., 2008), A. angustifolia y A. potatorum (Santiago-Garcia
y Loépez, 2014) y A. fourcroydes (Garcia-Curbelo et al., 2015).

7.5. pH y microbiologia de las heces

La variacion del pH de las heces en solucion salina se resume en la Figura
7.4. Los valores registrados para todos los tratamientos permanecieron dentro de los
limites normales (4.5 a 7.5) en el colon de animales experimentales (Fallingborg, 1999).
Sin embargo, la suplementaciéon con almidén provocd una alcalinizacién colénica y los
suplementos de fructanos solo mostraron una tendencia, consistente pero no significativa,

a provocar mayor acidez que el tratamiento sin suplementacion.

A diferencia de las bacterias acido lacticas, las enterobacterias en heces se mantuvieron
sin cambios significativos debido a la escasa acidez provocada por los tratamientos
(Cuadro 7.3). La generacién de acidos grasos de cadena corta (AGCC) durante la
fermentacion bacteriana de los fructanos sélo reduce parcialmente el pH promedio

del medio intestinal, pues gradualmente dichos &acidos son generados, absorbidos y
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metabolizados casi totalmente, mientras que in vitro permanecen en el medio, se acumulan

y generan mayor acidez (Cummings y Macfarlane, 1991; Cummings, 1995).

Las concentraciones de enterobacterias en todos los tratamientos se mantuvieron
sin cambios significativos entre el inicio y el final del experimento (Cuadro 7.3). Con
respecto a las bacterias acido lacticas, las muestras correspondientes a los tratamientos con
suplemento de fructanos presentaron incrementos significativos al final del experimento,
lo cual es concordante con lo publicado al respecto (Rendén-Huerta et al., 2012;
Castillo Andrade et al., 2019; Marquez-Aguirre et al., 2013; Jasso-Padilla et al., 2016).
El incremento final de BAL causado por el almidon, estadisticamente similar al provocado
normalmente por los fructanos (Walker y Hope, 1963; Mayes y Orskov, 1974), pudo deberse
a su alteracién térmica al incorporarlo como suplemento al resto del alimento (Campbell
et al., 1997).

Cuadro 7.3: Concentracién de familias bacterianas (UFC) al final del periodo
experimental

Tratamientos  Bacterias acido lacticas Enterobacterias

C 9.23+0.25¢ 9.18+0.09% 5.93+0.42¢ 6.29+0.44%
1 9.15+0.71¢ 10.64+0.50% 5.71+0.85% 5.72+0.76“
ATC 9.35+0.53¢ 10.34+0.08% 5.76+0.11¢ 6.16+0.90¢
ATE 9.57+0.61 10.36+0.88* 5.92+1.55¢ 6.00+1.29¢
AS 9.31+0.18% 10.49+0.57¢ 5.61+£1.92¢ 5.73£0.93
A 9.36+1.19¢ 9.62+0.17¢ 5.81+1.13% 5.86+0.61¢

C: Control, I: Inulina comercial de achicoria, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE:
Fructanos de A. tequilana experimental, AS: Fructanos de A. salmiana, A:Almidén de arroz. Media =4
EEM (n=9). “Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05). ' Medias
con diferente digito por renglén para cada pardmetro son estadisticamente diferentes (p<0.05)
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Figura 7.4: Variacién del pH de heces hiimedas durante el periodo experimental. C: Control, I: Inulina
comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana,
AS: Fructanos de A. salmiana, A:Almidén de arroz. Medias £ DE (n=9).

Con respecto al principal género bacteriano, el tratamiento control mantuvo la
abundancia original de Lactobacillus; mientras que con los tratamientos con fructanos se
observo la disminucion de Lactobacillus pero en general una mayor diversidad microbiana.
Los tratamientos ATC y ATE incrementaron la abundancia de Faecalibaculum. Al analizar
la abundancia delta (Figura 7.5 y 7.6) se observo que el tratamiento AS mantiene al
género Lactobacillus en abundancia similar que el tratamiento I, pero mayor que ATC y
ATE. El incremento de Faecalibaculum en AS y I fue menor que en los tratamientos ATC y
ATE. El analisis de componentes principales, mostrd patrones similares entre tratamientos,

con excepcién de AS con la mayor diversidad (Figura 7.7).
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Figura 7.5: Abundancia relativa de diferentes géneros bacterianos en las heces al principio (B) y al final
del experimento (F) por tratamiento, cada taxén representa > 1% de la abundancia relativa promedio en
cada tratamiento y se indica con un color diferente.

La diversidad de la microbiota intestinal varia de acuerdo a la porcion anatémica del
sistema gastrointestinal donde se colecte la muestra debido a las condiciones fisicoquimicas
especificas del medio, como la velocidad del flujo intestinal, potencial redox, concentracién
de oxigeno, disponibilidad de nutrientes y respuesta inmune del huésped. Ademsds la
microbiota serd variable si fue tomada de la porcién mucosa o luminal (Metcalf et al.,
1987; Koropatkin et al., 2012; Ermund et al., 2013). Ademas, segun la porcién evaluada del
sistema gastrointestinal, Li et al. (2017) encontraron una mayor proporcién de los géneros
Lactobacillus y Turicibacter en el estomago y el intestino delgado, mientras que anaerobios
como Lachnospiraceae v Ruminococcaceae, que fermentan carbohidratos y compuestos

aromaticos vegetales constituyeron la mayor proporcién de la microbiota del colon.
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Figura 7.6: Mapa de calor de los valores delta para cada bacteria y tratamiento, que representa el
porcentaje de AVS al comienzo y al final del experimento, el color rojo significa un aumento, mientras que

el color azul una disminucién, los nimeros de cada color corresponden al valor de la diferencia.

En lo que respecta al uso de prebiéticos para modular la microbiota intestinal,
Everard et al. (2014) y Mao et al. (2015) evidenciaron mediante técnicas de secuenciacién
del gen ARNr 16S, que el consumo de inulina de achicoria por ratones obesos
estimulé el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos y que ademds incrementd
otras familias bacterianas como Streptococcus, Clostridium, FEnterococcus, Olsenella,
Akkermansia y Allobaculum. Por lo que respecta a la suplementacién con fructanos de
agave, Huazano Garcia et al. (2017) mostraron la modulacién de la microbiota cecal en

ratones obesos y encontraron como géneros enriquecidos a Klebsiella y Citrobacter.
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Figura 7.7: Anilisis de componentes principales de las comunidades colénicas totales en ratas
sanas al final del periodo experimental. ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos
experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana, A: Almidén de arroz.

7.6. Longitud intestinal y contenido colénico y cecal

El acortamiento del colon ha sido considerado como indicador de su inflamacién
(Castillo-Martinez et al., 2005; Schenk et al., 2007), la cual podria resultar del consumo
prolongado de fructanos; a la vez, la persistencia de algunos rafidios en los fructanos de
maguey podrian causar danos mecanicos en el intestino. Como se muestra en el Cuadro
7.4, la suplementacién con fructanos, especialmente los extraidos de maguey, tendieron
de manera consistente a provocar un alargamiento del colon, aunque sin significacién
estadistica; en cambio, en el intestino delgado los fructanos de maguey tendieron a
reducirle su longitud, posiblemente al suceder una disminuciéon del tiempo de retencién
del alimento. Tampoco, con base en la exploraciéon microscopica, se observaron danos por
rafidios al tejido intestinal en ninguna de las unidades experimentales. Estos resultados

son concordantes con los antecedentes al respecto (Castillo Andrade et al., 2018).
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Cuadro 7.4: Longitud intestinal (cm) de ratas sanas

Tratamiento Intestino grueso Intestino delgado
C 19.11 + 3.44¢ 119.17 + 5.00%
I 19.50 + 0.84¢ 122.50 £ 6.81°
ATC 20.25 £+ 1.91¢ 111.00 + 8.9290
ATE 20.39 £+ 1.57¢ 114.39 4 11.12%
AS 20.63 £+ 2.26 102.50 + 14.46°
A 19.11 + 1.05¢ 106.43 + 14.05%

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos
experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana, A: Almidén de arroz. Medias £ DE
(n=9). “Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)

Los resultados de la evaluacién del contenido cecal se resumen en la Figura 7.8. Los
cuatro tratamientos de suplementacion con fructanos fueron estadisticamente similares
entre si y a la vez superiores al control y al suplemento con almidén. El aumento de
peso del contenido cecal se debid a su mayor proporcion de agua y al incremento masivo
de bacterias acido lacticas provocado por los fructanos, al constituir su sustrato natural
(Savage, 1986; Topping y Clifton, 2001).

En la Figura 7.9 se resumen los resultados de la evaluacién del contenido del colon. El
tratamiento sin suplementacion (C) destacé de manera significativa con alrededor del doble
de contenido del colon que las suplementadas con fructanos. A la observacion macroscopica,
aunque similar estadisticamente en peso hiimedo, el suplemento con almidén presenté un
contenido mas compacto y seco que los generados por los tratamientos con fructanos
de inulina y de magueyes, los cuales presentaron contenidos de consistencia mas suave
y himeda. En efecto, aunque el suplemento de fructanos incrementa el volumen de las
heces, al aumentarse la retencion de humedad y la biomasa bacteriana, la defecacion se
facilita y el tiempo de transito o retencion del contenido intestinal se reduce, con lo cual el
estrenimiento se previene y el tiempo de contacto de compuestos daninos con el intestino
se acorta (Slavin, 2013).
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Figura 7.8: Peso del contenido cecal (g). C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales
de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana,
A:Almidén de arroz. Medias == DE (n=9).
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Figura 7.9: Peso del contenido colénico (g). C: Control, I+ Inulina comercial, ATC: Fructanos

comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A.
salmiana, A:Almidén de arroz. Medias = DE (n=9).

7.7. Analisis histolégico

Los efectos de la suplementacion prolongada con fructanos sobre el tamano de los
nucleos de hepatocitos y las criptas o glandulas de Lieberkiihn del colon, se resumen
en el Cuadro 7.5. Ninguno de los tratamientos evaluados provocé un cambio histico
significativo en el higado; tampoco se registré acumulaciéon de lipidos ni de pigmentos
biliares intracelulares como reacciéon a cualquier patologia, lo cual concuerda con los

antecedentes (Lépez Panqueva, 2013).
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La anchura de las fosas cripticas del colon fue estadisticamente igual para todos
los tratamientos evaluados (Cuadro 7.5); ademds de presentar el mismo tamano, su
morfologia se registrd intacta y el espacio pericriptico aparecié bien definido. Sin embargo,
las criptas correspondientes a los tratamientos con fructanos presentaron mas estructuras
vacuolares con mucina intracelular en las células caliciformes o de Goblet (Figura 7.10)

lo cual es benéfico para el organismo (Burgel y Nadel, 2002).

Finalmente, cabe destacar que el colon de los animales suplementados con los fructanos
de maguey obtenidos en nuestro laboratorio (ATE y AS), carecié de dafios mecanicos lo
cual evidencio que los rafidios presentes de manera natural en los tallos fueron separados
y eliminados totalmente durante el proceso de extraccién aplicado (Godinez-Hernandez
et al., 2016c¢).

Cuadro 7.5: Diametro nuclear (um) de hepatocitos y criptas de Lieberkiihn

Tratamiento Hepatocitos Iizgjfljuii
C 9.25 £ 0.41¢ 40.29 £+ 2.91¢
1 9.72 £ 0.60° 43.63 + 3.57°
ATC 9.44 £ 0.91¢ 41.60 = 7.03%
ATE 9.76 £ 0.62° 41.82 £+ 2.49¢
AS 9.19 £+ 0.46“ 46.83 £+ 4.73%
A 9.18 £ 1.00“ 41.15 £+ 4.23%

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos
experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana, A: Almidén de arroz. Medias £ DE.
“Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)
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Figura 7.10: Seccién de muestra del tejido colénico (40X) tenidos con hematoxilina-eosina. C: Control,
I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A.
tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana, A: Almidén de arroz.
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8

Conclusiones

El consumo de alimento se mantuvo sin diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados con animales sanos. Los fructanos de achicoria (inulina) redujeron estadistica-
mente el peso corporal medio final de sus unidades experimentales. La suplementacién con
fructanos de maguey y de achicoria disminuy¢ significativamente el peso del tejido adiposo
abdominal y mantuvo en niveles deseables los valores de las variables séricas evaluadas. La
suplementacién con almidén provocd un aumento estadisticamente significativo del pH de
las heces. La concentracion de enterobacterias en las heces se mantuvo sin cambios estadis-
ticamente significativos en todos los tratamientos evaluados; en cambio, la suplementacién
con fructanos y almidén incrementé significativamente la concentracién de bacterias acido
lacticas. La suplementacion con fructanos de maguey y de achicoria incrementé significati-
vamente el contenido cecal; a la vez, favorecio el vaciado intestinal y mejoré la consistencia
de las heces. Esta suplementaciéon resulto inocua para el higado y para el tracto intestinal
y en cambio se observo un incremento de mucina intracelular en las fosas cripticas de los
colonocitos. Se observé que la suplementacién con AS mantiene al género Lactobacillus en
abundancia similar que el tratamiento I, pero mayor que ATC y ATE, ademas se registré

la mayor diversidad microbiana fecal.

En general, la suplementacién con fructanos integros de A. salmiana y A. tequilana a

animales sanos, produjo efectos benéficos similares a los generados por la inulina.
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Abstract

Although some cases of colorectal cancer are inheritable, most of them are correlated
with unhealthy lifestyle and diet; thus, the decrease in the consumption of red or processed
meats and the increase in foods with a high content of soluble fiber reduce the risk of its
development due to its prophylactic potential. In Wistar rats with azoxymethane-induced
colonic carcinogenesis, supplemented 10 % with commercial chicory (I) and Agave tequilana
(ATC) fructans and maguey stem fructans with optimal physiological maturity (OPM) of
A. salmiana (AS) and A. tequilana (ATE), some physiological effects were evaluated for
24 weeks. During the experimental period, body weight was recorded. At the end, glucose,
total cholesterol and serum triglycerides were quantified, the colonic and cecal contents
were weighed, adipose tissue, liver and colon were dissected, and the main fecal bacterial
populations were identified by sequencing. Serum concentrations of glucose, cholesterol and
triglyceride were similar among the treatments evaluated. Cecal content was significantly
increased with fructans supplementation with respect to the control treatment. Histological
analysis showed the chemopreventive effect of fructans with fewer aberrant cryptic foci
compared to the control. The genera Lactobacillus, Romboutsia and Faecalibaculum stood
out in the faecal microbiota. In general, the supplementation with whole fructans of A.

salmiana and A. tequilana had beneficial effects in animals with colonic carcinogenesis.

Key words: Colon cancer, Agave salmiana, aberrant crypt foci, microbiota
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Resumen

Aunque algunos casos de cancer colorectal son heredables, la mayoria de ellos estan
correlacionados con estilo de vida y dieta poco saludables; asi, la disminucion del consumo
de carnes rojas o procesadas y el incremento de alimentos con alto contenido de fibra soluble
reducen el riesgo de su desarrollo debido a su potencial profildctico. En ratas Wistar con
carcinogénesis colénica inducida con azoximetano, suplementadas al 10 % con fructanos
comerciales de achicoria (I) y Agave tequilana (ATC) y fructanos de tallos de magueyes con
madurez fisiolégica 6ptima (MFO) de A. salmiana (AS) y A. tequilana (ATE), se evaluaron
algunos efectos fisiolégicos durante 24 semanas. Durante el periodo experimental se registrd
el peso corporal. Al finalizar, se cuantificaron glucosa, colesterol total y triglicéridos séricos,
se pesaron los contenidos colénico y cecal, se disecé el tejido adiposo, higado y colon,
y se identificaron las principales poblaciones bacterianas fecales mediante secuenciacién.
Las concentraciones séricas de glucosa, colesterol y triglicéridos fueron similares entre
los tratamientos evaluados. El contenido cecal se incrementd significativamente con la
suplementacion de fructanos con respecto al tratamiento testigo. El andlisis histolégico
evidenci6 el efecto quimiopreventivo de los fructanos con menor niimero de fosas cripticas
aberrantes en comparacién con el testigo. Los géneros Lactobacillus, Romboutsia y
Faecalibaculum destacaron en la microbiota fecal. En general, la suplementacién con
fructanos integros de A. salmiana y A. tequilana tuvo efectos benéficos en animales con

carcinogénesis coldnica.

Palabras clave: Cancer de colon, Agave salmiana, fosas cripticas aberrantes, microbiota
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Introduccion

En individuos sanos, el equilibrio de la microbiota intestinal mantiene una homeostasis
con el hospedero, sin embargo, la disbiosis provocada por desequilibrios entre algunas
poblaciones bacterianas potencialmente patdgenas y/o alta exposicién a sus metabolitos
ha sido ligada a algunas enfermedades en tejidos mucosos como el cancer cervical y gastrico
causados respectivamente por el virus del papiloma humano y la bacteria Helicobacter

pylori (zur Hausen, 2009).

Como el intestino grueso contiene la mas compleja, abundante y metabdlicamente
activa proporcién de microbiota en el organismo (méas de 10'! células por gramo de
contenido) (Eckburg et al., 2005), el involucramiento de la microbiota intestinal sobre el
posible inicio y progresion en enfermedades intestinales como colitis ulcerativa, enfermedad
de Crohn y cancer colorectal (CCR) es un area activa de investigacién (Sasaki y Klapproth,
2012; Louis et al., 2014).

El CCR se encuentra entre las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo
el mundo, es el tercer tipo de cdncer mas comuin (después del céncer de pulmén y mama)
y la cuarta causa mas comin de muerte en pacientes oncolégicos (Torre et al., 2015)
aproximadamente 1.2 millones de personas son diagnosticadas con CCR en el mundo y la

mayoria de los casos ocurre en paises desarrollados (Jemal et al., 2011).

Aunque algunas formas del CCR son heredables (Burn et al., 2011), la mayoria de
los casos de padecimiento son correlacionados con dieta y estilo de vida poco saludables
(Fearnhead et al., 2002; Gill y Rowland, 2002), estudios sugieren que modificar habitos
daninos para el organismo como disminuir el consumo de carnes rojas y/o procesadas,
asi como incrementar el consumo alimentos con alto contenido de fibra soluble reduce el
riesgo de su desarrollo mediante la prevencién (Reddy, 1999; Slavin, 2013; Serban, 2014).

Ejemplos de fibra soluble son los fructanos y fructooligosacaridos (FOS), que al incluirlos
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en la dieta se modifica significativamente la poblacion y caracteristicas metabdlicas de las
bacterias gastrointestinales que modulan las funciones entéricas y promueven la prevencién
del CCR (Buddington et al., 2002a,b; Femia et al., 2002). El incluir fructanos en la
alimentacion de forma cotidiana en un estado de salud 6ptimo tiene por objetivo obtener
un efecto quimiopreventivo colorrectal, debido a su potencial para inhibir o retardar el
desarrollo y la progresion de la neoplasia a través de mecanismos como la produccién
de acidos grasos de cadena corta tras su fermentacién por la microbiota intestinal y la

alteracion de las expresiones génicas en las células tumorales (Liong, 2008).

Por las condiciones éticas y heterogéneas que implica la investigacién de pacientes con
CCR, el uso de modelos animales con carcinogénesis colonica inducida con agentes quimicos
es una opcion adecuada de investigacién con unidades experimentales homogéneas para
la evaluacion preclinica de tratamientos quimiopreventivos y el modelo de carcinogénesis
con roedores utilizando azoximetano (AOM) es el més usado y adecuado para predecir
y extrapolar la eficacia quimiopreventiva en humanos (Corpet y Tache, 2002; Corpet y
Pierre, 2005) mediante la induccién de formacién de fosas cripticas aberrantes (FCA),
que son un grupo heterogéneo de lesiones preneoplasicas de la carcinogénesis coldnica que
contienen multiples alteraciones microscopicas, epigéneticas y fenotipicas y son utilizadas
como biomarcadores en las etapas tempranas del CCR (Paulsen et al., 1994; Fenoglio-
Preiser y Noffsinger, 1999) son correlacionadas en un 100 % en los pacientes con céncer
de colon (Perse y Cerar, 2010) y han sido utilizadas como punto final en la identificacién
y evaluaciéon de la funcion preventiva de compuestos naturales y farmacolégicos, asi como
de factores dietéticos y ambientales en el proceso de carcinogénesis colénica en modelos
animales (Reddy, 1999; Pool-Zobel, 2005; Femia y Caderni, 2008).

Asi, el objetivo del presente estudio fue comparar la estructura histolégica y la
diversidad del microbioma bacteriano intestinal, ademas de cuantificar parametros séricos
de ratas Wistar con inicios de carcinogénesis colonica suplementadas con cuatro fructanos:
comerciales (de inulina de achicoria y A. tequilana) y extraidos de tallos de A. salmiana

y A. tequilana en condiciones similares de madurez fisiologica.
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Materiales y métodos

10.1. Fructanos

Se utilizaron fructanos comerciales de achicoria (Cichorium intybus L.) (Orafti ®
Synergy!, Tienen, Bélgica) y de Agave tequilana F.A.C. Weber (Inufib ™ Jalisco, México).
Ademas de fructanos de A salmiana y A. tequilana en condiciones similares de madurez
fisiolégica éptima (Aguirre-Rivera et al., 2001) y extraccién (Godinez-Hernandez et al.,
2016c).

10.2. Animales y dietas

Se utilizaron 30 ratas macho Wistar con un peso entre 200-250 g proporcionadas
por el Centro de Biociencias de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi. Cada
rata se tomé como una unidad experimental y se les mantuvo en cajas de polipropileno
individuales en una habitacién con temperatura entre 20 y 25°C, humedad relativa entre
30 y 60% vy el ciclo circadiano invertido de 12 h luz/12 h oscuridad. Los animales
experimentales se mantuvieron de acuerdo con las recomendaciones éticas locales de
cuidado y mantenimiento correspondientes (SAGARPA, 2001; Secretaria de Salud, 1984).
El protocolo fue aprobado por el comité de ética (CONBIOETICA-24-CEI-003-20160830).

Los animales se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana con una racion
de 25 g per cdpita de alimento estandar para roedores (Chow® 5008, Missouri, EE.UU.)
y agua ad [tbitum. Posteriormente, se distribuyeron aleatoriamente en cinco tratamientos
(n=6): alimento estdndar comercial (C) o 90 % de alimento estdandar comercial mas 10 %
de cada uno de los fructanos siguientes: inulina de achicoria comercial (I), fructanos
comerciales de A. tequilana (ATC), fructanos de A. tequilana (ATE) y de A. salmiana

(AS) extraidos en el laboratorio.

70



Se administraron 25 g de alimento con o sin suplementacién diariamente al iniciar el

periodo de oscuridad de las unidades experimentales.

El periodo experimental durd 24 semanas; cada semana se registro el cambio de peso
corporal de los animales. Al finalizar el periodo experimental, los animales se sacrificaron
con pentobarbital sédico [0.063 g/mL] (SEDALPHARMA ® | Pet 's Pharma, México) a una
dosis de 40 mg/kg de peso por via intraperitoneal; luego se disecé y pesé el tejido adiposo
abdominal, se diseco el intestino y se tomaron muestras para los analisis histolégicos y se
colectaron muestras de heces al inicio y final del experimento y se almacenaron (-60°C)

para los posteriores analisis.

10.3. Induccién de inicios de carcinogénesis colénica

Para evaluar los efectos metabdlico, modulador de la microbiota intestinal y
quimiopreventivo sobre la formacién de fosas cripticas aberrantes (FCA), después de
ocho semanas del inicio de los tratamientos se indujo la etapa preneoplasica del cancer
de colon; utilizando 15 mg del farmaco carcinogénico azoximetano (AOM) (Sigma-
Aldrich ® San Louis Missouri, EE.UU., A2853) por kg de peso corporal del animal
por via intraperitoneal disuelto en solucién salina estéril (0.85%) (Reddy et al., 1997),
en dos administraciones semanales consecutivas, en la semana ocho y nueve del periodo
experimental. Los animales siguieron con sus tratamientos hasta la semana 24 cuando

concluyé el periodo experimental.

10.4. Analisis bioquimico de muestras séricas

Al iniciar y finalizar el periodo experimental, se obtuvieron muestras sanguineas
mediante puncién de la vena caudal de cada unidad experimental, al inicio y al final
del experimento. Después de 12 h de ayuno, se extrajeron 600 nL. de sangre completa;
esta muestra se dejé 10 min en reposo y luego se centrifugd a 2500 rpm por 10 min
(SOLBAT, Modelo J-40, Puebla, México) para obtener el suero, el cual fue almacenado
a -20°C hasta su analisis. Las variables evaluadas en este suero fueron glucosa, colesterol
total y triglicéridos, para lo cual se utilizaron kits enzimdticos comerciales (Bayer, Sées,

Francia) y un equipo semiautomatizado para analisis quimicos (Excel ™ Stanbio, EE.UU.).
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10.5. Analisis histolégico

Al finalizar el periodo experimental, el intestino completo se disecd y se separd el
colon; posteriormente se pesaron los contenidos del ciego y del colon y se almacenaron a
-20 °C; posteriormente el colon se enjuagd con solucién salina estéril (0.85 %), se le realizé
una incision longitudinal y se fij6 en papel filtro con el lumen hacia el exterior. Fue fijado en
paraformaldehido (Sigma-Aldrich ®, Milwaukee, EE.UU.) al 10 % en buffer de fostatos.
Después de la fijacién, las muestras se deshidrataron con gradientes de alcohol-xilol, se
realizé la inclusion en parafina y fueron cortadas longitudinalmente (6 pm) y tenidas
con hematoxilina-eosina. Los tejidos se observaron por microscopia de campo claro a 40X
(Olympus CellSens Entry, Olympus Corporation, Tokio, Japén) y se realizaron mediciones

del didmetro de las FCA de la mucosa coldnica.

10.6. Extraccion del ADN gendémico

Se colectaron heces al finalizar el periodo experimental y se almacenaron a -60°C hasta
el proceso de extraccién del ADN de las poblaciones bacterianas segun la metodologia de

Tannock et al. (2013) con algunas modificaciones.

Al obtener el ADN, se resuspendié con 50 pL. de agua inyectable estéril tibia. Se le
agregé 1 nL de ARNasa A (5 mg/mL) (QIAGEN, Cat No.19101) y se incubé 1 hr a 37°C.
La concentracion del ADN fue determinada por absorbancia a 230 nm y la pureza fue
estimada por la determinacién del radio A260/A280 con un espectrofotémetro NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, EE.UU.) posteriormente todas las muestras
fueron secadas a 40°C y se ajustaron a 500 ng para comparar la estructura y diversidad
del microbioma bacteriano mediante la amplificacién de un fragmento del gen ARNr 16S

y secuenciacion de alto rendimiento.
10.7. Amplificacion por PCR y secuenciacién del

fragmento del gen bacteriano ARNr 16S

Las secuencias parciales de la regién hipervariable del fragmento del gen ARNr 16S
(V4 y V5) de la linea de base y el ADN de muestreo de heces final se amplificaron
por PCR usando los cebadores 520 F (5- AYTGGGYDTAAAGNG-3 ) y 907 R (5-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3 ) (Engelbrektson et al., 2010) con dos ejecuciones de
PCR segin lo recomendado por Kaplan et al. (2019).
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Los productos de PCR se eluyeron y purificaron en gel de agarosa (kit de purificacién
QIAquick PCR, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania), luego se eliminaron los dimeros
de los cebadores con perlas NucleoMag®) (kit de limpieza NGS, MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, Diiren, Alemania). La concentracién del producto de PCR purificado
se estimé con el kit de ensayo Qubit dsDNA HS mediante fluorémetro Qubit ®)3.0 (Life
Technologies, Carlsbad, EE. UU.) y la concentracién se ajusté a 1 pM. Los productos de
PCR se agruparon y la concentracion final se ajusté a 26 pM. El producto agrupado se
usé para PCR en emulsién con el kit ITon PGM™ Hi-Q™ OT2 (Thermo Fisher Scientific ™)
usando Ion One Touch 2 (Life Technologies). El producto final se cargd en un chip 314 o
318 para la posterior secuenciacién usando un secuenciador Ton PGM ™ (Thermo Fisher

Scientific™).

La calidad denoising, la verificacion de quimera y la agrupacion de variantes de
secuencia de amplicon (ASVs), un andlogo de mayor resolucién de la OTU tradicional,
se realizé utilizando QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, por sus siglas
en inglés) (Version 2018.4-2018.8, https: // qiime2.org ) plugin DADA2 (Callahan et al.,
2016).

Las secuencias fueron asignadas a la taxonomia por un clasificador pre-entrenado
Naive Bayes en la base de datos Silva 132 (Quast et al, 2013). Después de la
afiliacion taxonomica, se filtraron las secuencias mitocondriales y cloroplésticas. La riqueza
microbiana, que mide el nimero de taxones en cada muestra (abundancia de microbios),
se determiné calculando el nimero de ASV observados. A semejanza, las medidas del
nimero relativo de taxones en las muestras (la frecuencia de cada taxén se detecté en una
muestra) se midi6 utilizando los indices de Shannon y Simpson. La preparacion de los datos
de la secuencia del microbioma se llevé a cabo utilizando el software R studio 1.1.419, los
paquetes R Phyloseq 1.22.3 (McMurdie y Holmes, 2013) y Vegan 2.4-6 (Oksanen et al.,
2008).
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10.8. Diseno experimental y analisis estadistico

El diseno experimental fue con asignacién completamente al azar de cinco tratamien-
tos, consistente en la suplementacién alimentaria (10 %) con los cuatro polisacaridos (I,
ATC, ATE y AS) y sin suplementacion (C), a seis repeticiones, donde cada rata fue con-
siderada como una unidad experimental. Con las variables estimadas semanalmente se
realizé un analisis de medidas repetidas en el tiempo. A las variables con una medicién
al finalizar el experimento se les hizo un andlisis de varianza y comparacion multiple de

medias con la prueba de Tukey.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SAS versién 9.2 (SAS Institute,
Inc., Cary, North Carolina, EE.UU.). El grado de significacién de los datos se basé en una
probabilidad (p < 0.05).

El anélisis de componentes principales (PCoA) y el mapa de calor fueron evaluados
para visualizar diferencias entre tratamientos. La abundancia de bacterias y el niimero
relativo de taxones en las muestras al comienzo y al final de la intervencién de cada grupo
se llevé a cabo por la disimilitud de Bray Curtis. El andlisis estadistico multivariable se
realizo con el software R studio 1.1.419, paquetes R paquetes R ggplot2, aded, factoextra,
FactoMineR y NMF.
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Resultados y discusion

11.1. Cambios del peso corporal

La induccién de carcinogénesis colénica fue realizada hasta la semana ocho y nueve

del experimento para observar el posible efecto quimiopreventivo de los tratamientos. En

la segunda semana de induccién de carcinogénesis (novena) disminuyé el peso corporal

de todas las unidades experimentales (Figura 11.1) sin embargo, retomaron su curva de

crecimiento normal al continuar el periodo experimental; al realizar el anélisis estadistico

se evidencio que el cambio de peso corporal se mantuvo sin cambios estadisticamente

significativos entre tratamientos durante y al finalizar el periodo experimental (Cuadro

11.1).

Cuadro 11.1: Peso corporal (g) basal (B) y final (F) de las unidades

experimentales.

Tratamiento

B

F

Ganancia (F-B)

C

205.57 £ 45.57¢

510.00 £ 70.89¢

304.43 £ 79.83%

I

218.29 £ 56.25“

508.33 £ 26.96%

276.17 £ 69.16%

ATC

220.33 £ 52.09¢

494.17 £ 40.18%

273.83 £ 79.59¢

ATE

219.83 £ 37.22¢

528.33 £+ 35.59¢

308.50 £ 67.71¢

AS

215.33 £ 52.80¢

457.50 £ 60.64%

242.17 £ 51.70¢

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos
experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana. Medias &= DE (n=6). “Medias con diferente
letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)
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Figura 11.1: Cambios en el peso corporal (g) durante el periodo experimental. C: Control, I: Inulina
comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana,
AS: Fructanos de A. salmiana. Medias == DE (n=6).

11.2. Tejido adiposo abdominal

En la Figura 11.2 se resumen los efectos de los tratamientos en el peso del tejido
adiposo abdominal. Los pesos medios (g) y estadisticamente similares fueron 12.60, 11.12,
10.75, 9.80 y 8.28 g para ATE, I, ATC, C y AS respectivamente. Los pesos de este tejido
en los tratamientos con fructanos de maguey e inulina fueron estadisticamente similares

entre si.
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Figura 11.2: Peso del tejido adiposo abdominal (g). C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos
comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A.
salmiana. Medias &+ DE (n=6).

11.3. Contenido coldnico y cecal

Se muestran en el Cuadro 11.2 el peso de las heces contenidas en el intestino
grueso (ciego y colon) de las ratas con induccién de carcinogénesis colénica al finalizar
el periodo experimental. Al realizar el analisis estadistico se encontrd que el contenido
colénico fue estadisticamente similar entre los tratamientos evaluados, sin embargo, el
contenido cecal fue diferente estadisticamente en las unidades experimentales testigo y las
suplementadas con fructanos de maguey e inulina que fueron estadisticamente similares
entre si. En similitud a lo que se encontré en el presente trabajo, Hambly et al. (1997) y
Pattananandecha et al. (2016) evidenciaron que al suplementar dietas enriquecidas en fibra

soluble a unidades experimentales, se incrementa el contenido cecal al finalizar el periodo
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experimental, debido principalmente al efecto de volumen de la fibra y al incremento de
biomasa bacteriana. Y también a que los fructanos son principalmente fermentados en el

ciego por la microbiota residente (Jenkins et al., 1999).

Cuadro 11.2: Peso fresco del contenido colénico y cecal (g).

Tratamiento Colonico Cecal

C 2.10 £ 0.92 3.34 + 0.36“
I 2.33 £ 1.19 6.12 £+ 1.22¢
ATC 2.80 £ 0.86% 5.20 &+ 1.37¢
ATE 2.58 + 1.22¢ 6.40 £+ 1.46%
AS 2.07 £ 0.95¢ 5.10 £ 0.62¢

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos
experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana. Medias £ DE (n=6). “Medias con diferente
letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)

11.4. Efectos en las variables séricas

Debido a que la induccién de carcinogénesis colonica fue realizada hasta la semana
ocho y nueve del experimento para observar el posible efecto quimiopreventivo de los
tratamientos, al iniciar el experimento (B) y atun con las ratas en estado sano, no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para cada una de las
variables séricas cuantificadas, lo cual evidencia la homogeneidad original de las unidades
experimentales (Cuadro 11.3). Al finalizar el experimento (F) en la semana 24, ninguna de
las variables séricas evaluadas resulto significativamente alterada entre tratamientos. En el
presente estudio se encontré un mantenimiento del peso corporal y los pardametros séricos,
lo que resulta benéfico para el organismo, ya que algunos pacientes con carcinogénesis
colorectal durante el desarrollo y progresion de la enfermedad, presentan disminucién
considerable de peso corporal (Fearon, 1992) e incremento en las concentraciones de

triglicéridos y colesterol (Meance et al., 2003).
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Cuadro 11.3: Cuantificacién de variables séricas (mg/dL) evaluadas al inicio (B) y al final (F) del periodo
experimental de ratas con inicios de carcinogénesis coldénica.

Glucosa Colesterol total Triglicéridos
Tratamiento (mg/dL)
B F B F B F

C 89.90 + 25.86 ¢ 111.95 4+ 11.84 ¢ 71.66 + 13.29 ¢ 54.62 + 14.59 ¢ 4792 £11.89 ¢ 76.67 & 25.21 ¢
I 89.43 £ 26.31 ¢ 90.53 £ 19.43 ¢ 63.04 £ 14.98 ¢ 62.29 £ 12.32 ¢ 60.14 & 22.45 ¢ 99.79 4+ 44.42 ¢
ATC 85.23 4 8.49 ¢ 95.90 4+ 27.92 ¢ 68.87 & 12.53 ¢ 54.69 + 15.57 ¢ 51.24 +11.52 ¢ 90.66 £ 29.99 ¢
ATE 92.53 + 13.74 ¢ 112.02 £+ 10.13 ¢ 72.35 + 8.93 ¢ 59.74 + 14.76 ¢ 69.71 £ 31.72 ¢ 82.48 £ 39.19 ¢
AS 93.76 £ 21.38 ¢ 111.07 &£ 27.65 ¢ 68.52 £ 11.65 ¢ 60.08 £ 26.38 ¢ 52.24 £ 25.89 ¢ 70.29 £ 18.28 @

6L

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos
de A. salmiana. Medias £ DE (n=9). “Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)



11.5. Analisis histolégico

En el estudio de 15 semanas realizado por Davila-Cespedes et al. (2014) en el que
la induccién de carcinogénesis colénica se realizé desde el inicio del experimento, se
evidencié la disminucién de la cantidad de FCA en el colon de ratas suplementadas
con fructanos de A. salmiana (20.5) e inulina de achicoria (7.0) en comparacién con el
tratamiento sin suplementacién (39.0), en el presente estudio de 24 semanas (con nueve
semanas previas de tratamiento a la induccién de carcinogénesis) se encontré y corrobord la
disminucién estadisticamente significativa de la cantidad de FCA de todos los tratamientos

con suplementacién en comparacion con el tratamiento testigo (Cuadro 11.4).

Cuadro 11.4: Didmetro y cantidad de fosas cripticas aberrantes (FCA) en las
criptas de Lieberkiihn.

Tratamiento Didmetro de FCA (pm) Cantidad de FCA
C 30.37 + 9.55" 15.33 4+ 0.57°
I 38.81 4 5.36% 11.66 + 0.54°
ATC 39.86 + 8.39¢ 10.00 4 1.00%
ATE 37.42 + 6.58% 9.66 + 0.57¢
AS 43.16 + 2.25¢ 7.66 + 0.55¢

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos
experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana. Medias & DE (n=6). “Medias con diferente
letra por columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)

En las microfotografias del colon (Figura 11.3) se observan el efecto sobre la
microarquitectura del tejido al finalizar el periodo experimental, en el tratamiento testigo
(C) se observa proliferacion regenerativa de FCA con contornos irregulares y anisocitosis,
pleomorfismo y atipia nuclear, ademas hay despoblacién de células mucosecretoras
caliciformes y cuerpos apoptoticos en el epitelio, ademés de desorganizacién epitelial
con mitosis atipicas. Waly et al. (2014) sugiere que el aumento en la actividad mitética
de las criptas puede sugerir una regeneracién en respuesta a la lesién inducida por el
AOM. También en los tejidos del colon de las ratas con los tratamientos con fructanos se
observaron algunas caracteristicas de irregularidad y asimetria en las microcriptas, pero se
encontro una estructura mas uniforme y atipia leve en comparacién con en el tratamiento

testigo.
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Aunque el modelo animal de ratas con inducciéon de carcinogénesis con AOM no
exenta ni remplaza del estudio con pacientes, ni representa totalmente la complejidad
del cancer de colon humano, es una herramienta valiosa para estudiar con unidades
experimentales homogéneas la progresién, desarrollo y quimprevencién de compuestos
terapéuticos emergentes (Perse y Cerar, 2010). En el presente estudio se concuerda
con el estudio de Femia et al. (2002), que evidencia que los prebiéticos disminuyen la
carcinogénesis inducida por AOM. Dichos autores mencionan que los mecanismos por los
cuales los prebidticos ejercen su accidén no son ain claros, pero los resultados presentados
sugieren que pueden actuar a través de una combinacién de mecanismos que implican un
aumento en la produccion de SCFA, una menor actividad proliferativa y una variacion en

la expresién de algunas enzimas involucradas en la patogénesis del cancer de colon.

Ferndndez et al. (2016) mencionan que los acidos grasos de cadena corta (SCFA)
ejercen efecto sobre el ciclo celular de colonocitos: los SCFA llegan al nticleo, donde inhiben
la histona desacetilasa, lo cual permite la acetilacién de las histonas, causando un cambio
estructural en los nucleosomas y esto conduce a la expresion de genes implicados en la
detencion del ciclo celular y la apoptosis, como p21 y Bax. En su estudio de 45 semanas,
Gourineni et al. (2011) evidenciaron una disminucién del tamano tumoral en el colon de
ratas suplementadas con inulina y mencionan dos mecanismos de accién para el efecto de
disminucién de tumores: uno atribuido a los efectos directos de las dietas de tratamiento
al actuar como factores antiproliferativos y antiangiogénicos o por un mecanismo indirecto

como la estimulaciéon de enzimas desintoxicantes y antioxidantes.
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Figura 11.3: Microfotografias del tejido colénico (40X) tefiidos con hematoxilina-eosina. C: Control,
I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A.
tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana.
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11.6. Identificacion de la diversidad bacteriana en la

microbiota intestinal

En lo que respecta a la abundancia relativa de los principales géneros bacterianos

(Figura 11.4) se observé una mayor proporcién de los géneros Lactobacillus y Romboutsia

en todos los tratamientos al iniciar y finalizar el periodo experimental. Ademas, el mapa de

calor mostr6 una mayor proporcién de los géneros Faecalibaculum y Lactobacillus (Figura

11.5). Al realizar el anédlisis de componentes principales, no se encontraron diferencias

estadisticas al finalizar el periodo experimental sobre los géneros bacterianos entre los

tratamientos evaluados (Figura 11.6).
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Figura 11.4: Abundancia relativa de diferentes géneros bacterianos en las heces al principio (B) y

al final del experimento (F) por tratamiento, cada taxén representa > 1% de la abundancia relativa

promedio en cada tratamiento y se indica con un color diferente.
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Figura 11.5: Mapa de calor de los valores delta para cada bacteria y tratamiento, que representa el
porcentaje de AVS al comienzo y al final del experimento, el color rojo significa un aumento, mientras que

el color azul una disminucién, los nimeros de cada color corresponden al valor de la diferencia.

En cuanto a estudios en modelos murinos con induccién de tumores con agentes
carcinogénicos y sin suplementaciéon de algin tratamiento quimiopreventivo, Zhu et al.
(2014) evidenciaron que en unidades experimentales con CCR se mantiene como
microbiota residente a nivel de Phylum un incremento de Firmicutes y Proteobacterias,
pero disminuciéon de Bacteroidetes en comparacion con animales sanos. Y a nivel de
género, los Bacteroides predominan en proporcién, hay incremento en Desulfovibrio,
Erysipelotrichaceae v Fusobacterium, mientras Ruminococcus, Prevotella, Lactobacillus,
Treponema, Roseburia y Fubacterium disminuyé en comparacion con las ratas sanas.
En otro trabajo, Zackular et al. (2013) evidenciaron que los géneros bacterianos que
incrementan son Bacteroides spp., Akkermansia spp. y Odoribacter spp., mientras que

otros disminuyen como Provotella ssp. y Porphyromonas spp.
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Figura 11.6: Analisis de componentes principales de las comunidades colénicas totales en ratas con
carcinogénesis colonica al final del periodo experimental. C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos
comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A.

salmiana.

Wei et al. (2010) evaluaron los cambios en la microbiota intestinal de las heces de ratas
con lesiones mucosas precancerosas inducidas con el carcinégeno 1,2-dimetil hidrazina
y demostraron la abundancia de Ruminococcus, Allobaculum y Fusobacterium spp. Lo
que evidencia discrepancias en los trabajos de investigacién en cuanto a la clasificacién
predominante a nivel de género bacteriano. Por lo que, la lista de bacterias potencialmente
carcinogénicas proporciona soporte de la hipdtesis que la tumorigénesis es manejada por
mecanismos y/o rutas que son comunes para muchos grupos bacterianos més que para un

simple organismo (Louis et al., 2014).

En cuanto al estudio de la modulacién bacteriana con la suplementacion de fructanos
de maguey, en estudios in wvitro, al adicionar fructanos de Agave tequilana para evaluar

la influencia de su fermentacién sobre la microbiota fecal, se observaron tendencias
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de incremento de bifidobacterias y lactobacilos pero sin diferencias estadisticamente

significativas comparadas con el tratamiento testigo (celulosa) (Gémez et al., 2010).

Al adicionar fructanos de A. angustifolia al Simulator of Human Intestinal Microbial
Ecosystem (SHIME) se cuantificé un incremento de bifidobacterias en la porcién colénica
proximal y transversal (Allsopp et al., 2013). En estudios in vivo, Dévila-Cespedes et al.
(2014) evidenciaron cuantificaciones similares de lactobacilos en las heces de ratas sanas
y con induccién de carcinogénesis colénica y sin diferencias estadisticas entre los estados
de salud y los tratamientos testigo, inulina de achicoria y A. salmiana. Huazano Garcia
et al. (2017) evidenciaron mediante secuenciacién, que los géneros predominantes de la
microbiota colénica de ratones obesos suplementados con A. tequilana fueron Klebsiella y

Citrobacter.

Por lo que, es evidente que la microbiota se modifica debido al estado fisiolégico de
salud, tratamiento y unidades experimentales utilizadas. Y debido a que generalmente el
CCR tiene desarrollo paulatino y progresivo durante varios anos, es un reto determinar
si los cambios asociados a la microbiota son consecuencia de modificaciones fisiolégicas o
dietarias (Gill y Rowland, 2002; Louis et al., 2014).
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Conclusiones

Se encontré un mantenimiento de peso corporal de las unidades experimentales. El
tejido adiposo abdominal se mantuvo sin diferencias significativas entre tratamientos. El
peso del contenido colénico se mantuvo sin cambios significativos entre tratamientos, sin
embargo, el contenido cecal incrementé significativamente en las unidades experimentales
suplementadas con fructanos de agave e inulina estadisticamente similares entre si y
diferentes al tratamiento testigo. Las concentraciones séricas de glucosa, colesterol total
y triglicéridos se mantuvieron sin diferencias entre tratamientos al finalizar el periodo
experimental. La secuenciacion evidencié incremento de los géneros Faecalibaculum vy
Lactobacillus en las heces. El consumo de fructanos de agaves y de inulina disminuye
la formacién de fosas cripticas aberrantes en el colon de unidades experimentales con

carcinogénesis colénica inducida con azoximetano.

En general, la suplementacion con fructanos integros de A. salmiana y A. tequilana

tuvo efectos benéficos en animales con carcinogénesis colonica inducida con azoximetano.
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Capitulo IV

Cuantificaciéon de nitrégeno en las heces y de minerales en el
hueso de ratas Wistar sanas y con cancer de colon

suplementadas con fructanos de Agave y achicoria
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Abstract

Ingestion of soluble fiber tends to increase fecal nitrogen excretion; furthermore, after
fermentation the concentration of short-chain fatty acids increases, thereby lowering the
pH and increasing the intestinal solubility and absorption of minerals, and possibly their
bone absorption. The mineral content in the femur and fecal nitrogen were quantified in
healthy and colonic carcinogenesis Wistar rats supplemented with 10 % rice starch (RS),
commercial chicory fructans (I) and Agave tequilana (ATC) and extracted fructans of
stems of A. salmiana (AS) and A. tequilana (ATE) with optimal physiological maturity
(OPM). In the femurs of the experimental units, their ashes and minerals were quantified
using inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-OES) and inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Fecal nitrogen was quantified according to
AOAC 993.13 methodology (Dumas method). The femur of healthy and cancerous rats
kept without significant differences between treatments in its length, dry weight and ash
content. The ash content in the cancer rats was markedly lower than in the healthy rats.
The fecal nitrogen was only higher in healthy rats and supplemented with I and ATC

fructans.

Key words: Prebiotics,femur traits, minerals, fecal nitrogen, Colon cancer
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Resumen

La ingestién de fibra soluble tiende a incrementar la excrecion fecal de nitrogeno;
ademas, tras su fermentacion se incrementa la concentracion de acidos grasos de cadena
corta, con lo cual se abate el pH y se incrementa la solubilidad y absorcion intestinal de
los minerales, y posiblemente su absorcién dsea. Se cuantificé el contenido de minerales
en el fémur y de nitrégeno fecal en ratas Wistar sanas y con carcinogénesis colénica
suplementadas al 10% con almidén de arroz (A), fructanos comerciales de achicoria
(I) v de Agave tequilana (ATC) y fructanos extraidos de tallos de A. salmiana (AS)
y A. tequilana (ATE) con madurez fisiolégica éptima (MFO). En los fémures de las
unidades experimentales se cuantificaron sus cenizas y minerales mediante espectrometria
por emisién atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) y espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). El nitrégeno fecal se cuantificé de
acuerdo con la metodologia AOAC 993.13 (método Dumas). El fémur de las ratas sanas y
cancerosas se mantuvo sin diferencias significativas entre tratamientos en su longitud, peso
seco y contenido de cenizas. El contenido de cenizas en el fémur de las ratas con cancer
colorectal fue notablemente menor que el contenido en las ratas sanas. El nitrégeno fecal
fue s6lo mayor en las ratas sanas y suplementadas con los fructanos de achicoria y Agave

tequilana.

Palabras clave: Prebioticos, fémur, minerales, nitrogeno fecal, Cdncer de colon
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13

Introduccion

El consumo de prebidticos se ha relacionado con el incremento de la absorcion
intestinal y biodisponibilidad de algunos macrominerales como calcio, magnesio y fosforo,
asi como microminerales como hierro y zinc (Kruger et al., 2003; Morohashi et al., 1998;
Scholz-Ahrens et al., 2002; Weaver et al., 2011).

Los mecanismos probables del efecto de los prebidticos sobre el aumento de la
absorcién de calcio en el intestino grueso estan relacionados con el aumento de su
solubilidad debido a la reduccién del pH causado por por el incremento en la produccién
bacteriana de acidos grasos de cadena corta (AGCC) o por el aumento del intercambio
dindmico transepitelial de HT celular por Ca*? causado directamente por los AGCC, o
por el crecimiento de drea y de los niveles de calbindina-D en el intestino grueso debido a
la proliferacién celular promovida por metabolitos generados por la microbiota residente
como el butirato o poliaminas (Cashman, 2003). Dado que algunos de los efectos, como el
cambio en la microestructura del tejido intestinal y en la disponibilidad de minerales no
son especificos de calcio, los prebidticos también pueden aumentar la absorcion intestinal

de otros minerales como magnesio y zinc (Raschka y Daniel, 2005).

El acido fitico presente de manera natural y abundante en la fibra insoluble, es
considerado como el responsable de la absorcién y retencion deficiente de varios minerales
(como calcio, magnesio y zinc) debido a su propiedad quelante (Lopez et al., 2000);
por el contrario, el consumo de fibra soluble, como pectinas, gomas, almidon resistente,
lactulosa, fructooligosacdridos (FOS) e inulina, ha demostrado incrementar la absorcién
y biodisponibilidad de minerales (Greger, 1999). Esto se debe a que su ingestién y
fermentacion microbiana incrementan las concentraciones de AGCC que abaten el pH,
hipertrofian el tejido cecal y promueven la disociacion del acido fitico y sus efectos nocivos

sobre la homeostasis mineral (Demigné et al., 1989; Lopez et al., 2000).
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Asi, la fibra soluble incrementa la solubilidad, permeabilidad y absorcién de minerales
en el intestino (Raschka y Daniel, 2005; Scholz-Ahrens y Schrezenmeir, 2007) y la
biodisponibilidad mineral para los huesos (Lobo et al., 2006; Scholz-Ahrens et al., 2007).

Ademas, las dietas altas en fibra soluble reducen la utilizacion de las proteinas e
incrementan la excrecion fecal de nitrégeno (Faleén V. et al., 2011; Shah et al., 1982). El
nitrégeno de las heces proviene de la proteina de la dieta que ha escapado de la digestién
y de las proteinas enddgenas, como las secreciones pancreaticas e intestinales , las células
epiteliales desprendidas y de la urea sanguinea después de su difusién en el intestino
(Mason, 1984).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue comparar los efectos de fructanos
comerciales de achicoria y de A. tequilana y fructanos estandarizados de tallos de A.
salmiana y A. tequilana, sobre la absorcién de minerales en el fémur y el contenido de

nitrégeno en las heces de ratas Wistar sanas y con carcinogénesis colonica incipiente.
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14

Materiales y métodos

14.1. Polisacaridos probados

Los polisacaridos comerciales usados fueron fructanos de achicoria ( Cichorium intybus
L.) conocida como inulina (Orafti ® Synergy!, Tienen, Bélgica), fructanos de Agave
tequilana F.A.C. Weber (Inufib ™, Jalisco, México) y almidén de arroz (Tres Estrellas®,
Toluca, México). Ademds, como polisacaridos no comerciales, se incluyeron fructanos
obtenidos directamente de A. salmiana y A. tequilana extraidos de los tallos de seis
individuos en condiciones similares de madurez fisioldgica éptima (Aguirre-Rivera et al.,
2001) procedentes de la regién de Charcas, S.L.P. y Arandas, Jalisco, respectivamente
y extraidos de acuerdo con el proceso desarrollado en nuestro laboratorio (Godinez-
Hernandez et al., 2016¢).

14.2. Animales y dietas

Para cada uno de los dos experimentos, uno con animales sanos y otro con animales a
los que se les provoco carcinogénesis colonica, se utilizaron 36 ratas macho Wistar de dos
meses de edad y peso entre 200-250 g proporcionadas por el Centro de Biociencias de la

Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

En ambos experimentos, cada rata se tomé como una unidad experimental y el conjun-
to se mantuvo en cajas individuales de polipropileno, en una habitaciéon con temperatura
entre 20 y 25°C, humedad relativa entre 30 y 60 % y el ciclo circadiano invertido de 12
h luz/12 h oscuridad. Los animales experimentales se mantuvieron de acuerdo con las
recomendaciones éticas locales de cuidado y mantenimiento correspondientes (SAGAR-
PA, 2001; Secretaria de Salud, 1984). El protocolo fue aprobado por el comité de ética
institucional (CONBIOETICA-24-CEI-003-20160830).
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Los animales se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana con una racion
de 25 g per cdpita de alimento estandar para roedores (Chow® 5008, Missouri, EE.UU.) y
agua ad libitum. Posteriormente, seis tratamientos fueron asignados aleatoriamente (n=6);
alimento estandar comercial (C) o 90% del mismo alimento mas 10% de cada uno de
los polisacaridos siguientes: inulina comercial (I), fructanos comerciales de A. tequilana
(ATC), fructanos de A. tequilana extraidos en el laboratorio (ATE) , fructanos de A.

salmiana extraidos en el laboratorio (AS) o almidén de arroz comercial (A).

Cada racion de alimento, con o sin suplementacién se administré a las unidades
experimentales diariamente al iniciar el periodo de oscuridad, durante las 20 semanas que
duré el periodo experimental. La composicién del alimento estandar fue 12 % de humedad,
23 % de proteina, 6.5 % de grasa, 4% de fibra, 8 % de cenizas y 46.5% de extracto libre
de nitrégeno; asi, la dieta diaria sin suplementacion tuvo un contenido energético de 84.12
Kcal/25 g. Al finalizar el periodo experimental, los animales de ambos experimentos se
sacrificaron con pentobarbital sédico [0.063 g/mL] (SEDALPHARMA ® Pet s Pharma,

México) en dosis de 40 mg/kg de peso por via intraperitoneal.

14.3. Induccién de inicios de carcinogénesis coldonica

Después de ocho semanas de aplicar los tratamientos, se indujo la etapa preneoplasica
del cancer de colon; para ello se aplicaron dos dosis por via intraperitoneal de 15 mg
del farmaco carcinogénico azoximetano (AOM) (Sigma-Aldrich (®), San Louis Missouri,
EE.UU., A2853) por kg de peso corporal del animal, disuelto en solucién salina estéril
(0.85%) (Reddy et al., 1997), una al finalizar la semana ocho y la otra al terminar semana
nueve del periodo experimental. Los animales siguieron con sus tratamientos hasta la

semana 20, cuando concluyo el periodo experimental.

14.4. Caracterizacion y contenido de minerales en

fémur

Al finalizar el periodo experimental, se disecaron ambos fémures de cada unidad
experimental, se sumergieron en solucién salina 0.85 %, se les retird el tejido muscular
adherido, se secaron (40°C/36 h) (Shel-Lab FX-14,0regon, EE. UU.), hasta peso constante
(Sartorius BPAA1S, Alemania) y se midié su longitud con un vernier digital (Calibrador
Vernier Digital Cadena ® Modelo A020, China).
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El fémur izquierdo se utilizé6 para la cuantificacién de cenizas (550°C/ 6hr)
(LINDBERG SB, 51844, Wisconsin, EE. UU.). El fémur derecho pulverizado se utiliz6 para
estimar el contenido de macro y microminerales. para lo cual se eliminé la materia organica
con HyNOj3 concentrado. El contenido de calcio, magnesio, fésforo y potasio se estimé
mediante espectrometria por emisién atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
OES, por sus siglas en inglés); y el sodio, fierro, zinc y azufre por espectrofotémetria de
emision 6ptica (Thermo Scientific iCAP 7000 Series, EE. UU.) por espectrometria de masas
con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, por sus siglas en inglés), con un sistema
de cuadrupolo en un espectrofotometro de emision 6ptica acoplado a un espectréometro de
masas (Thermo Scientific X-Series 2, EE. UU.).

14.5. Contenido de nitrégeno en heces

Al finalizar el experimento, se recolectaron muestras de heces colénicas y se secaron
a peso constante (40°C/ 36 h) (Shel-Lab FX-14, Oregon, EE. UU.); posteriormente se
tomaron 100 mg de heces secas para estimar el contenido de nitrégeno, de acuerdo a
la metodologia AOAC 993.13 (método Dumas) con el equipo FLASH 2000 N/Protein
analyzer (Thermo Scientific™, No. Serie 2015F0106).

14.6. Diseno experimental y analisis estadistico

El disefio de ambos experimentos: ratas sanas (1) y ratas con carcinogénesis colénica
(2) fue con asignacién completamente al azar de los tratamientos, consistentes en la
suplementacién alimentaria (10 %) con los cinco polisacéaridos (A, I, ATC, ATE y AS) y sin
suplementacién (C), con seis repeticiones por tratamiento, donde cada rata fue considerada
como una unidad experimental. A los datos de cada experimento se les realizaron pruebas
de normalidad, anélisis de varianza de una via (ANOVA) y comparacién multiple de medias
con la prueba de Tukey (p< 0.05), se realizé la prueba de t de student para comparar
todas las variables entre los dos experimentos; los analisis estadisticos se realizaron con el
programa SAS versién 9.2 (SAS Institute, Inc., Cary, North Carolina, EE.UU.). El grado

de significacion de los datos se basé en una probabilidad p < 0.05.
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Resultados y discusion

15.1. Caracterizacion y contenido de minerales en

fémur

El peso seco, la longitud y el contenido de cenizas de los fémures de las ratas carecieron
de diferencias estadisticas entre tratamientos en ambos experimentos (Cuadro 15.1),
en discrepancia con los resultados de Lobo et al. (2006), Rivera-Huerta et al. (2017) y
Takahara et al. (2000), quienes atribuyeron un incremento en la masa, densidad y volumen
del fémur, respectivamente, a la suplementacion con FOS. En el presente estudio, el peso
seco y la longitud del fémur fueron muy semejantes en ambos estados de salud; sin embargo,
el contenido de cenizas del fémur de las ratas cancerosas fue consistentemente menor en
todos los tratamientos que el de las ratas sanas; por ello, este efecto generalizado sélo
puede ser atribuido a una disfuncién derivada del cancer provocado en estos animales

experimentales, sobre lo cual no se encontraron antecedentes.

Tanto en las ratas sanas (Cuadro 15.2), como en las ratas carcinogénicas (Cuadro
15.3), la concentracién de S, K, Zn y Fe en el fémur careci6 de diferencias estadisticas
entre tratamientos. En cambio, en el contenido de Ca, P, Na y Mg se presentaron algunas
diferencias significativas entre tratamientos, pero sélo para Ca y P se pueden reconocer
tendencias consistentes en ambos experimentos: el tratamiento que registré el mayor
contenido de Ca presentoé a la vez el menor contenido de P, y viceversa; sin embargo,
en estas tendencias, solo en el experimento con ratas cancerosas estuvo involucrado un

tratamiento con fructanos (AS).
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Cuadro 15.1: Efecto de los tratamientos en atributos del fémur de ratas en ambos experimentos

Estado de salud

Sanas

Cancer de colon

Tratamiento Peso seco(g) Longitud (mm) Cenizas (%) Peso seco(g) Longitud (mm) Cenizas (%)
C 36.0 + 3.3% 43.30 £1.01* 65.65 £10.00¢ 0.97 £0.15% 41.83 +£2.33% 57.45 £3.03°
1 0.84 £0.10* 42.47 £1.87¢ 72.23 £13.39¢ 0.96 £0.06“ 42.69 £1.91¢ 55.33 £5.07¢
ATC 0.84 £0.05* 40.37 £0.90¢ 61.24 +£1.82¢ 0.93 £0.07 41.14 £1.92¢ 59.91 £2.57¢
ATE 0.97 £0.15% 44.83 £1.75% 78.28 £0.26 0.92 £0.15% 42.76 £1.72¢ 57.05 £2.62¢
AS 0.82 £0.08% 40.10 £1.21¢ 61.54 +£0.88% 0.86 £0.14¢ 40.56 £2.74¢ 59.20 £3.62¢
A 0.96 £0.04¢ 44.05 £2.33¢ 66.40 £8.61¢ 0.91 £0.11¢ 40.22 £1.91° 57.03 £0.84¢
p-valor 0.3045 0.0550 0.3039 0.6133 0.3277 0.2008

G0t

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos
de A. salmiana. Medias £ DE. “Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)
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Cuadro 15.2: Contenido mineral (mg/g en base seca) en fémur de ratas sanas

Minerales

Tratamiento Ca P Na S Mg K YA Fe

C 644.83+5.65%  294.34+ 4.76°  29.09+0.89°  17.60+0.22%  11.4740.60®  1.54+0.14°  0.95+0.17°  0.21+0.11°
I 611.17+29.94%  322.71431.00%  34.72+2.31¢  17.88+0.36"  10.5540.65%°  1.86£0.31  0.9140.10°  0.2040.03%
ATC 599.94423.76%°  343.974+24.10%  25.56+0.78°  17.89+0.07%  9.71+£0.81%°  1.554£0.07%  1.134£0.04  0.2540.06%
ATE 607.01+20.14%  335.17420.18%°  27.74+1.39°  17.94+0.65  9.41+0.82°  1.67£0.28%  0.774£0.03  0.2840.07%
AS 600.85+5.65%  343.774+5.21%°  25.32+0.88°  17.56+0.36%  9.60+1.02%°  1.52+0.32®  1.07+£0.25  0.31+£0.09%
A 586.37+12.6°  356.14+2.14%  27.0442.14°  17.95+£0.26®  9.77+0.07°  1.6540.21®  0.83+£0.13®  0.2540.04%
p-valor 0.0484 0.0393 <.0001 0.8391 0.0311 0.4359 0.3316 0.2807

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos
de A. salmiana, A: Almidén de arroz. Medias £ DE (n=9). “Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes

(p<0.05)
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Cuadro 15.3: Contenido mineral (mg/g en base seca) en fémur de ratas

con carcinogénesis colonica

Minerales

Tratamiento Ca P Na S Mg K 7n Fe

C 648.424 5.79¢ 290.62+4.56" 29.1440.66% 17.41£0.46% 11.524£0.04% 1.644£0.25% 0.95 +0.02¢ 0.3040.12¢
1 610.75+24.09%  332.21+£39.17% 26.660.76° 17.61£0.75¢ 10.65+£0.98% 1.13+£ 0.13% 0.824+0.03¢ 0.17£0.01¢
ATC 607.86:10.897 337.404+11.02¢ 25.59+0.58° 17.53£0.15% 9.02 £0.36° 1.304£0.19¢ 1.004£0.22¢ 0.2840.01¢
ATE 616.81+12.297 324.6849.53% 27.66£1.76%° 17.74+0.66“ 10.59+0.49% 1.4540.22¢ 0.8340.17¢ 0.2140.06%
AS 589.46+ 7.39° 354.1546.72¢ 26.18+1.31° 17.59+£0.51¢ 10.0940.45% 1.1840.24% 1.11£0.17¢ 0.2240.05%
A 627.69+ 2.88% 309.22+3.21% 30.7940.52¢ 18.15+£0.17¢ 11.24+0.18% 1.584+0.24% 1.11£0.41¢ 0.2440.05%
p-valor 0.0167 0.0074 0.0049 0.7307 0.0021 0.1376 0.4292 0.2645

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos
de A. salmiana, A: Almidén de arroz. Medias == DE (n=9). “Medias con diferente literal en la misma columna son estadisticamente diferentes

(p<0.05)



Asi, el incremento en absorcién intestinal y biodisponibilidad de Ca y P atribuido
al consumo de fructanos (Ohta et al., 1993; Kruger et al., 2003; Morohashi et al., 1998;
Raschka y Daniel, 2005), no se reflejé en una mayor concentracién en el fémur, como lo
registraron Garcia-Vieyra et al. (2014) y Takahara et al. (2000), pues sélo probablemente
si sucedié para el P en las ratas cancerosas con el tratamiento AS (Cuadro 15.3). En
todos los tratamientos con fructanos la relacion Ca-P vario de 1.6:1 a 1.9:1, menor que 2:1

considerada como normal (Pond et al., 1995).

El nivel de absorcion intestinal no determina la biodisponibilidad de los minerales y su
fijacién en hueso, Ohta et al. (1998) reportan que el flujo de Ca dentro y fuera del hueso en
su formacién y reabsorcion respectivamente, no es influenciado por la suplementacion con
FOS, a pesar de su incremento en la absorcién y balance. Vanhoof y De Schrijver (1996)
mencionan que la suplementaciéon con 6 % de inulina en ratas disminuye la absorcién de

minerales.

En general, la suplementacién con fructanos alteré escasamente la concentracion de
minerales en el fémur en ambos estados de salud, en general la suplementacién con los
fructanos de agave y de achicoria mantiene las concentraciones de minerales en el hueso
en niveles similares al tratamiento con almidon y testigo. Sélo cabe senalar que la inulina
(I) indujo el mayor contenido de Na en las ratas sanas, pero a la vez uno de los contenidos
méas bajos en las ratas con cncer; también, los fructanos de Agave salmiana (AS), en el
experimento con ratas cancerosas, destacaron por provocar el menor contenido de Ca y el

mayor de P, en una relacién 1.6:1.

15.2. Contenido de nitrégeno en las heces

Como se aprecia en el Cuadro 15.4, en el experimento con las ratas sanas fue
significativo el incremento del contenido de N en las heces debido a tres de los cuatro
tratamientos con fructanos. En cambio, en el experimento con las ratas carcinogénicas
todos los tratamientos generaron resultados estadisticamente similares, aunque con los
fructanos comerciales (I y ATC) se obtuvo mayor contenido de N fecal que los fructanos

experimentales, que el almidén y que el testigo, probablemente debido a su mayor contenido
de FOS (Regalado-Renteria et al., 2020).
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Cuadro 15.4: Contenido de nitrégeno fecal (mg/g, base seca)

Tratamiento Sanas Cancer de colon
C 36.0 + 3.3° 38.3 £ 2.2¢

I 43.8 + 1.8% 44.4 £ 1.7¢
ATC 43.6 + 2.6% 41.8 + 5.5¢
ATE 44.3 + 3.3% 37.7 £ 4.1
AS 40.5 + 4.6° 37.7T £ 5.7¢

A 34.9 £ 2.5 38.7 £ 3.9
p-valor 0.0014 0.3756

C: Control, I: Inulina comercial, ATC: Fructanos comerciales de A. tequilana, ATE: Fructanos
experimentales de A. tequilana, AS: Fructanos de A. salmiana. Medias &= DE (n=6). “Medias con diferente
literal en la misma columna son estadisticamente diferentes (p <0.05)

En general, niveles altos de fibra alimentaria incrementan la excrecién de N en las heces
(Shah et al., 1982; Mongeau et al., 1989; Falcén V. et al., 2011). E1 N de las heces proviene
primeramente de la proteina del alimento escapada de la digestion, pero también de las
proteinas endogenas, como las secreciones pancreaticas e intestinales, las células epiteliales
desprendidas y la urea sanguinea difundida en el intestino (Mason, 1984). Los fructanos,
ademas de interferir en la digestién de las proteinas por ser indigeribles, constituyen el
sustrato basico de diversas bacterias acidéfilas intestinales (Rendén-Huerta et al., 2011);
por ello, la suplementacion con estos prebidticos incrementa notablemente la cantidad de
biomasa bacteriana en el ciego, en el intestino y en las heces, las cuales incorporan buena
parte del N residual, abaten el pH y con ello reducen la absorcién colénica de N amoniacal
(Beynen et al., 2002; Cani y Delzenne, 2011; Delzenne et al., 2011).

La reduccion de la absorcién intestinal de amoniaco disminuye la generacion de urea
en el higado y con ello se cambia la excrecién de N de la orina a las heces; asi, los fructanos
favorecen la ruta de excrecion extrarenal de N, al incrementar su eliminacién a través de
las heces (Younes et al., 1999).
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15.3. Contraste entre experimentos

Se muestra en el Cuadro 15.5 la comparativa de las variables cuantificadas en ambos
experimentos, con las ratas sanas y con cancer de colon; el andlisis estadistico mostré un
incremento significativo (p<0.05) en el porcentaje de cenizas y el contenido de K en los
fémures de las ratas sanas en comparacion con las ratas con cancer de colon. Para el resto

de las variables, no se mostraron diferencias estadisticas (p>0.05).

Cuadro 15.5: Contraste de variables en ratas sanas y con cancer de colon

Variables Sanas Cancer de colon p valor
Cenizas (%) 62.28 £ 8.91 ¢ 57.78 + 3.23 0.001
Peso seco (g) 0.88 £ 0.02 @ 0.92 £ 0.11 ¢ NS
Longitud (mm) 4242 £ 221 ¢ 4148 £ 2.23 ¢ NS
Ca (mg/g) 609.67 + 33.92 ¢ 612.82 £ 22.31 ¢ NS
P (mg/g) 331.62 + 25.51 ¢ 329.12 4 24.42 ¢ NS
Na (mg/g) 28.40 £ 3.62 ¢ 27.30 £ 1.92 ¢ NS
S (mg/g) 17.80 + 1.14 ¢ 17.6 + 1.49 @ NS
Mg (mg/g) 10.00 + 0.92 @ 10.30 + 0.77 @ NS
K (mg/g) 1.64 £0.21 ¢ 1.35 £ 0.11 ° 0.001
7Zn (mg/g) 0.94 + 0.11° 0.98 + 0.12 @ NS
Fe (mg/g) 0.25 £ 0.03 ¢ 0.23 £ 0.04 ¢ NS
Nitrégeno fecal (mg/g) 40.39 + 4.83 ¢ 39.88 + 4.35 ¢ NS

NS: No significativo. *“Medias con diferente literal entre columnas son estadisticamente diferentes (p
<0.05)
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Conclusiones

El fémur de las ratas sanas y cancerosas se mantuvo sin diferencias significativas entre
tratamientos en su longitud, peso seco y contenido de cenizas. El contenido de cenizas en
el fémur de las ratas con cancer colorectal fue notablemente menor que el contenido en las
ratas sanas. El nitrégeno fecal fue s6lo mayor en las ratas sanas y suplementadas con los

fructanos de achicoria y Agave tequilana.
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Comité de Etica en Investigacién Dixpertia 1

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

g LDiXrck i |1~!5Q

DICTAMEN
San Luis Potosi, México a 23 de enero de 2019

Dra. Bertha Irene Juarez Flores
Investigador Principal
Presente. - COM!. = DE ETICA EN mvz,mAcrou

P — A

" ﬂ'xpﬁﬂ pEy

. , SAN LUls
Estimado Dra. Juarez Flores POTOSI,SEE MEKiLo

En respuesta a su solicitud de revision de los documentos correspondientes al
protocolo titulado: Comparacién del efecto prebiético y quimiopreventivo de
fructanos en un modelo animal con induccién de cancer de colon, version 1.0,
con la siguiente informacioén aportada por usted:

Datos del solicitante

Nombre vy titulo del
solicitante

Nombre de la
institucion y direccién
en donde se llevara a
cabo la investigacion.

Dra. Bertha Irene Juarez Flores

Laboratorio de Fitoquimica del Instituto de Investigacion de
Zonas desérticas San Luis Potosi S.L.P. C.P. 78250,
México.

Habiéndose cumplido los requerimientos de quérum el dia 19 de enero del afio 2019
en las oficinas del Comité de Etica de Investigacion Dixpertia (CEID) Numero
CONBIOETICA-24-CEI-003-20160830, dentro de las instalaciones de Unidad
Clinica DIXPERTIA, S.A. de C.V. ubicada en Fray Diego de la Magdalena No.630,
Col. Jardin, San Luis Potosi, S.L.P. México. C. P.78270, con teléfono de contacto Tel:
(+52) 444 8 21 50 39, le informamos que el CEID se ha reunido para la revision los
siguientes documentos:

Documentos revisados No. de paginas
1.- Protocolo de investigacion de tesis doctoral de la alumna
M.C. Evelyn Regalado Renteria, bajo la tutela de la Dra. Bertha 16

| Irene Juarez Flores, de fecha de noviembre de 2018.






