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Resumen

El constante incremento en la prevalencia del sobrepeso y obesidad en nuestro pafis,
requiere de forma urgente el desarrollo de estrategias para la prevencion y reduccion
de estos problemas. Una opcién viable y con mucho potencial es el consumo de fruc-
tanos tipo inulina, los cuales a través de la modulacion de la microbiota intestinal y
hormonas involucradas en la regulacion del apetito, tienen la capacidad de inducir
una mejora en la salud, asi como una pérdida de peso corporal, en individuos con
sobrepeso y obesidad.

Las plantas de Agave (endémicas de México) tienen la capacidad de sintetizar fruc-
tanos ramificados, difiriendo estructuralmente de los fructanos tipo inulina, estos
ultimos son lineales. Investigaciones previas, evidencian que los fructanos de Agave
generan un efecto benéfico en la salud de ratones sanos. Sin embargo, a la fecha
no hay un estudio integral que demuestre que los fructanos de Agave ejercen un
efecto positivo en la salud de individuos con sobrepeso u obesidad. Por lo tanto,
en el presente trabajo, se evaluo el efecto de un cambio de dieta suplementada con
fructanos de Agave sobre los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en ratones
con sobrepeso. Asi mismo, se determinaron los cambios en la microbiota del ciego, la
produccién de dcidos grasos de cadena corta (SCFA) y hormonas gastrointestinales
involucradas en la regulacién del apetito; debido a que estas variables desempenan
un rol muy importante en los efectos sistémicos de los individuos.

Ratones machos de la linea C57BL/6 fueron sometidos a dos etapas experimentales;
en la primera, los ratones fueron alimentados con una dieta estdndar (ST) o una alta
en grasa (HF) durante 5 semanas, con la finalidad de inducir sobrepeso en los ani-

males. En la segunda etapa, los ratones control (ST) continuaron alimentédndose con
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Resumen

la dieta estdndar (ST-ST), mientras que los ratones con sobrepeso fueron cambiados
a la dieta estandar (HF-ST), suplementada con fructanos de Agave (HF-ST+A) o
inulina (HF-ST4O) por 5 semanas més.

Al término de la primer etapa experimental, el grupo HF mostré un incremento de
peso corporal de ~30% (alcanzando niveles de sobrepeso), asi como un aumento
en los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre de 9%, 79% y 38 %
respectivamente, en comparaciéon al grupo ST; lo cual fue asociado con la pérdida
substancial en la diversidad de la microbiota en el grupo HF.

En la segunda etapa, el grupo de ratones con sobrepeso que se cambio a la dieta
estandar suplementada con fructanos de Agave (HF-ST+A) mostr6 una pérdida de
peso corporal de mas del doble, en comparacion al grupo que solo cambio de dieta
(HF-ST); alcanzando pesos muy cercanos a los que presentaron los animales del gru-
po control (ST-ST). Més aun, la dieta suplementada con fructanos de Agave logré
revertir los desérdenes metabdlicos (aumento en los niveles de glucosa, triglicéridos
y colesterol) derivados del consumo de la dieta alta en grasa. La mejora tanto en
peso como en los desérdenes metabdlicos se asocidé a una restauracion parcial de
la microbiota, donde se observé principalmente un enriquecimiento de los géneros
Klebsiella y Citrobacter (los cuales seguramente tienen un efecto probiético). La
microbiota que fermenté a los fructanos, produjé un incremento significativo en la
concentraciéon de SCFA (acético, propiénico y butirico). Estos dcidos a su vez influ-
yeron en la modulacion de las hormonas involucradas en la regulacion del apetito,
asi como en la reversién de los pardametros metabdlicos. Ademas, el grupo HF-ST+A
mostré efectos similares al grupo que recibié el suplemento con inulina (HF-ST+0),
a pesar de las enormes diferencias estructurales entre ambos fructanos.

Por lo tanto, estos hallazgos demuestran que el cambio de dieta aunado al suple-
mento con fructanos de Agave, es una opcién viable para el manejo de sobrepeso,
asi como de los desordenes metabdlicos inducidos por el consumo de una dieta rica

€n grasa.
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Abstract

The steady increase in the prevalence of overweight and obesity in our country,
demands the development of strategies for prevention and reduction of these con-
ditions. A viable option with a high potential is the consumption of inulin type
fructans, which through gut microbiota modulation and hormones involved in ap-
petite regulation, are capable of inducing an improvement in health as well as body
weight lost in overweight individuals.

Agave plants (endemic to Mexico) have the capacity to synthesize branched fructans,
differing structurally from inulin type fructans which are linear. Previous investiga-
tions have shown that Agave fructans induce beneficial effect on the health of mice.
However, up to date an integral study demonstrating that Agave fructans have a
positive effect on the health of overweight individuals is not known. Therefore in the
present work, the effect of a diet shift along with Agave fructans supplementation
was evaluated on glucose, triglycerides and cholesterol levels in overweight mice.
Likewise, changes in the cecum microbiota, short chain fatty acids (SCFA) produc-
tion and gastrointestinal hormones involved in appetite regulation were determined;
since it is known that these variables play a relevant role in the individual systemic
effects.

Male C57BL/6 mice were subjected to 2-phase trial; in the first, mice were fed with
standard diet (ST) or a high fat diet (HF) for 5 weeks, with the objective to in-
duce overweight animals. In the second phase, the control mice were kept with the
standard diet (ST-ST) and the overweight mice were shifted to the standard diet
(HF-ST) along with Agave fructans (HF-ST+A) or inulin (HF-ST+O) supplement

for 5 more weeks.



Abstract

At the end of the first experimental phase, the HF group showed a body weight
increase of ~30 % (reaching overweight levels), as well as an increment on glucose,
triglyceride and cholesterol levels of 9%, 79 %, and 38 % respectively in relation to
ST group; these increments were associated with a substantial microbiota diversity
lost in the HF group.

In the second phase, the overweight mice group that were shifted to the standard
diet supplemented with Agave fructans (HF-ST+A) showed a loss of body weight
more than double in comparison to the group that only changed the diet (HF-ST);
reaching body weights very close to those presented by animals in the control group
(ST-ST). Moreover, the diet supplemented with Agave fructans was able to revert
the metabolic disorders (increase in the glucose, triglycerides and cholesterol levels)
derived from the high fat diet consumption. The improvement on body weight and
metabolic disorders were associated with a partial microbiota restoration, where the
enrichment of Klebsiella and Citrobacter genera (which probably have a probiotic
effect) was observed. The microbiota that fermented fructans produced a signifi-
cant increment on SCFA (acetic, propionic and butyric) concentration. These acids
influenced hormones modulation involved in appetite regulation, as well as in the
metabolic parameters reversion. In addition, HF-ST+A group showed similar effects
with the inulin group (HF-ST4O), despite the great structural differences among
fructan supplements.

These findings demonstrate that a diet change along with Agave fructans intake is
a viable option for the management of overweight and metabolic disorders induced

by a high fat diet.
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Introduccion

El panorama de sobrepeso y obesidad que se tiene en nuestro pais es inquietante y
representa un problema de salud ptublica bastante serio. Hoy en dia, México ocupa
el primer lugar en obesidad a nivel mundial. No obstante, el incremento en la preva-
lencia del sobrepeso y la obesidad en nuestro pais, no solo se obseva en la poblacion
adulta, sino que por desgracia, también en la poblacién infantil.

De manera simple, los individuos con sobrepeso presentan un aumento en exceso del
tejido adiposo, de tal manera que la salud del individuo pueda verse comprometida.
Comunmente, la principal causa de que el individuo presente una ganancia de peso
corporal se asocia con el consumo de una alta cantidad de grasas o aztcares aunado
a un estilo de vida sedentario.

El problema fundamental de que un individuo presente sobrepeso se basa en el hecho
de que éste, puede promover la prevalencia del sindrome metabdlico; lo que a su vez
podria desencadenar en el desarrollo de enfermedades (cardiacas, diabetes tipo I y
ciertos tipo de cancer) las cuales pueden conducir al individuo a su muerte.

El drastico incremento del sobrepeso y la obesidad a nivel nacional, demanda cada
vez mas, la necesidad de desarrollar estrategias para la prevencion e intervenciones
que sean accesibles para las personas de todas las edades y niveles socioeconémicos.
El cambio hacia una dieta saludable aunado a alguna actividad fisica, parece ser una
opcion viable para reducir estos padecimientos. Sin embargo, en los tltimos anos,
se ha demostrado que el suplementar la dieta con fructanos tipo inulina (prebiéti-
cos) podria ser otra opcién con mayor potencial para el manejo del sobrepeso. Esto
debido a que este tipo de suplementos no solo tienen la capacidad de inducir en el

individuo con sobrepeso, una pérdida de peso corporal sino que también mitigan
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las comorbilidades asociadas a este padecimiento, a través de la modulacion de la
microbiota intestinal y hormonas involucradas en la regulacién del apetito, por lo
que el individuo presenta una mejora en su salud.

En este trabajo se muestra el uso de fructanos de Agave como una alternativa
para el manejo de sobrepeso en ratones. Para llevar a cabo esto, los ratones fue-
ron alimentados primeramente con una dieta alta en grasa para inducir sobrepeso.
Posteriormente, los animales se sometieron a un cambio de dieta aunado a un suple-
mento con fructanos de Agave con el objetivo de investigar el efecto de éstos sobre la
microbiota intestinal, hormonas gastrointestinales involucradas en la regulaciéon del
apetito asi como la capacidad de los fructanos de Agave para revertir los desérdenes
metabolicos originados en los ratones debido a la ingesta de la dieta alta en grasa.

Este es el primer estudio en el que los fructanos no solamente se suplementaron en
la dieta del raton, sino que también se hizo un cambio de dieta. Entonces, el cambio
a la dieta estandar (baja en grasas) aunado a la adicién de fructanos de Agave, pro-
mete cambiar en un tiempo mas corto los efectos daninos del consumo de la dieta
alta en grasa.

Los fructanos de Agave son estructuralmente diferentes con respecto a los fructanos
tipo inulina. Los fructanos de Agave son ramificados mientras que los tipo inulina
son lineales, por lo que se espera que estas diferencias estructurales tengan un im-
pacto positivo en la disminucion del peso corporal y en los desérdenes metabdlicos
causados por el consumo de la dieta rica en grasa, a través de la modulacion de la

microbiota intestinal y hormonas involucradas en la regulacion del apetito.



1. Antecedentes

1.1. El problema del sobrepeso y la obesidad en México

El sobrepeso y obesidad en México van en aumento y representan un problema de
salud publica considerable. Diversos estudios evidencian que el consumo de una die-
ta rica en grasa, es una de las causas principales, por las cuales el individuo presenta
una ganancia de peso corporal, que con frecuencia desencadena en el desarrollo de
sobrepeso y obesidad. Aunque, también se ha identificado una correlaciéon positiva
entre la ingesta de una dieta rica en grasa y la incidencia del sindrome metabdlico, el
cual se caracteriza por un aumento en los niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol,
leptina e insulina en sangre asi como mayor cantidad de tejido adiposo, hipertension
arterial y esteatosis hepdtica [1-4], lo cual aumenta el riesgo de desarrollar una en-
fermedad cardiaca o diabetes tipo II, afectando drasticamente la salud y bienestar
del individuo.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso es la con-
diciéon de poseer méds grasa corporal de la que se considera saludable, en relacion
con la estatura del individuo y se diferencia de la obesidad, ya que esta ultima es
una enfermedad crénica de origen multifactorial, que se caracteriza por una acumu-
lacion excesiva de grasa o hipertrofia general del tejido adiposo. En este sentido, se
considera que una persona tiene sobrepeso si su indice de masa corporal (IMC) es
= 25 y presenta obesidad si su IMC = 30.

Los niveles de sobrepeso y obesidad en México son alarmantes, actualmente ocu-
pamos el primer lugar a nivel mundial en el nimero de personas que presentan
sobrepeso u obesidad, y es debido a que el 69% de los hombres adultos (en un

rango de 30-69 anos de edad) de nuestro paifs, muestran alguno de estos dos pa-
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decimientos. La perspectiva para las mujeres, es incluso mas preocupante, ya que
aproximadamente el 73 % de la poblacién femenil presenta sobrepeso u obesidad; y
mas impresionante es el caso de los ninos, ya que el 34 % de los infantes en un rango
de 5-11 anos, muestran la presencia de sobrepeso u obesidad (Figura 1.1) [5].

Sin embargo, como se mencioné anteriormente, el principal problema de que un in-
dividuo presente sobrepeso radica en el hecho de que el sobrepeso puede promover
desérdenes metabodlicos bastantes serios que podrian llevar al individuo incluso a la

muerte [6, 7).

80 1

60 -

40 A

20 A

Porcentaje de la poblacién

Nifios Hombres Mujeres

Figura 1.1: Prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacién mexicana [5].

1.1.1. Estrategias para disminuir el sobrepeso u obesidad

Meéxico presenta niveles de sobrepeso y obesidad alarmantes, que necesitan ser re-
ducidos y revertidos con urgencia. Actualmente, el realizar alguna actividad fisica
y el consumo de una dieta saludable, continiia siendo el enfoque de las alternativas

para la disminucién de estos padecimientos [8].

1.1.1.1. Ejercicio fisico

El ejercicio fisico por si solo tiene un efecto limitado sobre el peso corporal [9],
sin embargo, el llevar a cabo alguna actividad fisica aunado a un cambio de dieta,

incrementa las probabilidades de mantener una pérdida de peso corporal exitosa
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a largo plazo [10, 11]. Ademds, incluso un modesto aumento en la actividad fisica
puede producir efectos favorables sobre la capacidad cardiorrespiratoria y esto parece

abolir algunos de los efectos adversos del sobrepeso [12].

1.1.1.2. Cambio de dieta

Con respecto al consumo de una dieta saludable, existen varias opciones que el
individuo puede elegir, aunque el tratamiento cominmente empleado, es la ingesta
de una dieta restringida en carbohidratos y grasas, lo cual induce una pérdida de peso
corporal en un lapso de tiempo corto, sin embargo, la efectividad de este tratamiento
disminuye en un periodo de tiempo largo (debido a que la mayoria de las veces resulta
dificil el apegarse a un régimen muy estricto); por lo que, la ingesta ad libitum de
una dieta baja en grasas y carbohidratos parece tener mejores resultados a largo

plazo [13].

1.1.1.3. Fructanos

El sobrepeso y la obesidad estan claramente relacionadas con alteraciones en la in-
gesta de energia; por lo tanto, el mejorar la calidad de una dieta baja en grasa
o en carbohidratos, mediante el consumo de suplementos prebidticos (por ejemplo:
fructanos) los cudles tienen un aporte caldrico bajo y promueven la saciedad en el in-
dividuo, es otra opcion viable para el tratamiento del sobrepeso y sus comorbilidades

asociadas [14].

1.2. ;Qué son los fructanos?

Los fructanos son polisacaridos constituidos por moléculas de fructosa unidas en-
tre si mediante un enlace glicosidico del tipo §(2-1) y/o f(2-6), los cuales pueden
presentar en su estructura una molécula de glucosa terminal o interna y ser lineales
o ramificados. En las plantas, estos carbohidratos son almacenados y sintetizados
en la vacuola a partir de sacarosa por accion de enzimas denominadas fructosil-
tranferasas. La sintesis de fructanos requiere al menos la participacion de dos en-

zimas: 1) Sacarosa:sacarosa l-fructosiltransferasa (1-SST) y 2) Fructano:fructano
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1-fructosiltransferasa (1-FFT). La enzima 1-SST sintetiza el trisacarido 1-kestosa a
partir de dos moléculas de sacarosa (el cual es la unidad bésica en la sintesis de
fructanos tipo inulina) y la enzima 1-FFT es la responsable de la elongacién de
la cadena de los fructanos, tomando a la 1-kestosa o fructanos con un grado de
polimerizacién (DP) mayor, como moléculas donadoras de fructosa. Los fructanos
en las plantas cumplen la funcién de ser carbohidratos de reserva, participan en el
proceso de desarrollo vegetativo y actiian como protectores contra la deshidratacion
impuesta por factores como sequia o congelacién [15]. Por lo tanto, la capacidad
de las plantas para sintetizar fructanos, esta correlacionada con su supervivencia en
climas muy frios o calurosos [16]. En la naturaleza existen cuatro diferentes grupos
de fructanos, los cuales pueden ser distinguidos de acuerdo al tipo de enlace que
presentan las moléculas de fructosa entre si y a la posicion de la molécula de glucosa
presente en la estructura, que es externa en el caso de la inulina, levanos y gramina-
nos o interna como se presenta en las inulinas y levanos neoserie [16]. Las principales

caracteristicas de estas moléculas son las siguientes:

A. Inulinas: Consisten de cadenas lineales que contienen unidades fructosil unidas
entre si mediante enlaces [5(2-1). La inulina mds pequena es el trisacdrido

denominado 1-kestosa.

B. Levanos: Presentan una estructura lineal en la cual las unidades fructosil po-

seen enlaces (3(2-6).

C. Graminanos: Poseen enlaces tipo 5(2-1) y §(2-6) entre las unidades fructosil
y la molécula base o mas pequena de este tipo de fructanos se denomina

bifurcosa.

D. Inulinas y levanos neoserie: Se caracterizan por presentar una molécula de
glucosa interna, a la cual se agregan unidades fructosil con enlaces [5(2-1) al
carbono 1 y al carbono 6 de la glucosa. La inulina neoserie més pequena, recibe

el nombre de neokestosa.

Las estructuras caracteristicas de estos fructanos se muestran en la Figura 1.2. Es

importante mencionar que las plantas de Agave ademas de presentar estas cuatro
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estructuras, sintetiza otra mas compleja, la cual se denominé agavina [17, 18] y se

abordara en el apartado 1.2.2.1.
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Figura 1.2: Estructuras de los fructanos. A) Fructano tipo inulina; B) Fructano tipo levano;
C) Fructano tipo graminano y D) Fructano tipo neoserie. Adaptada de la
referencia [19].
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Por otra parte, los fructanos también pueden ser clasificados en dos grandes grupos
en funciéon al DP que presentan. Fructanos que contienen de 3 a 10 moléculas en
su estructura se denominan fructooligosacéridos (FOS) y aquellos que exhiben un

mayor nimero de moléculas (DP >10) son conocidos como inulinas.

1.2.1. Fuentes naturales de fructanos

La mayoria de las plantas almacenan almidén o sacarosa como carbohidratos de
reserva, pero aproximadamente del 12-15 % de las plantas superiores (representando
més de 40,000 especies) sintetizan fructanos, como su principal fuente de carbohi-
dratos [20]. Los fructanos se encuentran de manera natural en las plantas como una
mezcla polidispersa con diferentes estructuras y grados de polimerizaciéon. Entre las
plantas que almacenan fructanos (Tabla 1.1) muchas son de importancia econémica

debido a su contenido de este carbohidrato, como es el caso de achicoria ( Cichorium

7
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intybus), alcachofa (Cynara scolymus) y plantas del género Agave (Agave spp.).

Hoy en dia, la principal fuente comercial de fructanos es la raiz de achicoria seguida
por la alcachofa de Jerusalén. En la Tabla 1.1 se puede observar que el contenido
de fructanos presentes en la raiz de achicoria es muy similar al que se reporta para
el Agave. Sin embargo, existe una diferencia muy importante en cuanto a las es-
tructuras de los fructanos de Agave, ya que en el caso de la achicoria, esta planta
unicamente sintetiza fructanos tipo inulina. Los Agaves por su parte, también sinte-
tizan este tipo de fructanos, pero ademas tienen la capacidad de producir fructanos
tipo levano, neofructanos, graminanos y agavinas. Por lo tanto, los Agaves podrian

ser una fuente alterna para la obtencién de fructanos y su aplicacion.

Tabla 1.1: Fuentes naturales de fructanos y contenido.

Porcentaje de fructanos

Fuente (peso fresco)
Plitano®? 0.3-0.7
Cebolla? 2-6
Alcachofa? 3-10
Puerro? 3-10
Dalia® 10-12
Ajobe 9-17
Diente de leén® 12-15
Alcachofa de Jerusalén®© 12-18
Achicoria?® 15-20
Agave? 15-22

Datos tomados de las referencias: @[21]; *[22]; ¢[23]; ¢[17]; ¢[24].

1.2.2. Fructanos de Agave

Meéxico es considerado el centro de origen, evolucién y diversificacion del género Aga-
ve, por lo tanto un gran ntimero de especies se encuentran en su territorio. El género
Agave es el mas amplio dentro de la familia Agavaceae, el cudl consta de 9 géneros
y aproximadamente 293 especies [25, 26]. Las plantas de Agave emplean el metabo-
lismo acido de las crasuldceas (CAM), el cual les permite fijar el COy por la noche

evitando la pérdida de agua debida a la evapotranspiracion. Los Agaves sintetizan



1. Antecedentes

fructanos como su principal producto fotosintético [18]. En 1953 Sanchez-Marroquin
& Hope fueron los primeros en senalar que el Agave tequilana contenia fructanos ti-
po inulina como su principal fuente de carbohidratos [27]. Posteriormente, en 1976,
Satyanarayana reportd la presencia de una mezcla de FOS en Agave vera cruz [28],
mas tarde, en 1998 Wang & Nobel encontraron la presencia de 1-kestosa, neokestosa,
I-nistosa y DP5 en Agave deserti [29]. Pero, fue hasta el 2006 que Mancilla-Margalli
& Lépez, elucidaron las estructuras para fructanos de Agave tequilana Weber var.
azul, reportando que esta planta contenia principalmente fructanos tipo graminano
y otra molécula muy compleja y distinta a las que se tenian reportadas hasta ese
momento, a la cual denominaron agavina [17]. Ambas estructuras poseen moléculas
de fructosas unidas entre si mediante enlaces glicosidicos §(2-1) y £(2-6), ademads de
que se encuentran altamente ramificadas. La estructura tipo graminano y agavina
difieren tnicamente en la posicion de la molécula de glucosa presente en éstas, la
cual se encuentra de forma externa en los graminanos, y de manera interna en las

agavinas (Figura 1.3 A y B respectivamente).

Por otra parte, con el objetivo de determinar el porcentaje y la estructura de los
fructanos presentes en diversas especies de Agave, Mancilla-Margalli & Lépez [17]
analizaron el contenido total de carbohidratos solubles (fructanos, glucosa, fructosa
y sacarosa) y las estructuras de los fructanos presentes en cinco diferentes espe-
cies de Agave, las cuales crecieron en distintas regiones de México. Las especies de
Agave analizadas fueron: A. tequilana (de Jalisco y Guanajuato), A. angustifolia
(de Sonora y Oaxaca), A. potatorum y A. cantala (de Oaxaca) y A. fourcroydes (de
Yucatan). Concluyendo que los fructanos representan entre el 60-85 % de los carbohi-
dratos solubles presentes en las especies de Agave estudiadas y que esta variacion en
el porcentaje se encuentra influenciada por las caracteristicas ambientales del lugar
en donde crece la planta. El porcentaje restante (15-40%) estuvo constituido por
los carbohidratos: glucosa, fructosa y sacarosa. Los autores destacaron que dentro
de las cinco especies de Agave examinadas, el A. tequilana de Jalisco, fue el que

mostrd la mayor concentracién de fructanos con respecto a las demés (Figura 1.4).
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Figura 1.3: Estructuras de los principales fructanos sintetizados por plantas de Agave. A)
Estructura tipo graminano y B) Estructura tipo agavina (neofructano).

En este mismo estudio los investigadores determinaron el DP promedio asi como

la abundancia de la estructura tipo agavina en relacion a la estructura tipo grami-

nano, para cada una de las especies de Agave. Asi que, tomando en cuenta estas

caracteristicas, las cinco especies de Agave fueron divididas en tres 3 grandes grupos

(Tabla 1.2); donde el grupo I contiene las especies de Agave con los DP mas altos

en comparacion a los grupos II y I1I) asi como la mayor cantidad de moléculas tipo
g y

agavina con respecto a la tipo graminano (4:1), mientras que en el grupo II esta re-

lacién disminuye a (2:1) y por ltimo, el grupo III exhibe cantidades equimolares de

10
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estas estructuras. Como se puede apreciar en la Tabla 1.2, el A. tequilana de Jalisco
(6 anos de edad) se encuentra dentro del grupo I (por lo que contiene mas molécu-

las del tipo agavina en relacién al tipo graminano) y presenta un DP promedio de 18.
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Figura 1.4: Contenido de fructanos y carbohidratos solubles (glucosa, fructosa y sacarosa)
en cinco especies de Agave creciendo en distintas regiones de México. ATJ
(Agave tequilana Jalisco); ATG (A. tequilana Guanajuato); AAS y AAO (A.
angustifolia de Sonora y Oaxaca, respectivamente); ACO (A. cantala Oaxaca)
y AFY (A. fourcroydes Yucatan) [17].

Tabla 1.2: Agrupacién de las especies de Agave en funcién a la relacién agavi-
nas/graminanos y su grado de polimerizacién promedio.

Moléculas tipo

Grupo Especie (agavina/graminano) DP promedio

A. potatotum Oaxaca 4.88 15

I A. angustifolia Sonora 4.56 13
A. tequilana Jalisco 3.95 18
A. angustifolia Oaxaca 3.76 32

I A. fourcroydes Yucatdn 2.23 7
A. cantala Oaxaca 2.03 11

111 A. tequilana Guanajuato 0.92

Datos tomados de la referencia [17].
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1.2.2.1. Metabolismo de los fructanos en el Agave tequilana Weber var.

azul

Mellado-Mojica & Lépez [30] estudiaron el metabolismo de los fructanos de A. te-
quilana Weber var. azul con la finalidad de conocer las variaciones en el contenido
de carbohidratos, asi como el tipo de estructura presentes en las plantas a lo largo
de su ciclo biolégico en campo, encontrando diferencias en el contenido, tipo, grado
de polimerizacion y estructuras moleculares de los fructanos almacenados en plantas
de 2 a 7 anos de edad. Los autores establecieron que la concentracion de glucosa,
fructosa y sacarosa que son almacenadas en el mesontle (pina) de Agave, disminuye
con la edad de la planta, mientras que la concentracién de fructanos incrementa con

la madurez de la misma (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Contenido de carbohidratos y fructanos en plantas de Agave tequilana Weber
var. azul a lo largo de su ciclo biolégico en campo. A) Contenido de carbohi-
dratos y B) Contenido de fructanos [30].

En este mismo estudio, los autores reportaron que el DP mostrd un incremento en
un rango de 6 a 23 en plantas de 2 a 7 anos de edad y que las estructuras moleculares
de los fructanos de Agave se vuelven mas complejas y ramificadas conforme la planta
envejece. De manera que, las plantas jovenes (2-4 anos) almacenan principalmente
fructanos de bajo DP con pocas ramificaciones, mientras que las plantas cercanas a
la madurez, almacenan principalmente agavinas de alto DP con abundantes rami-

ficaciones. En la Tabla 1.3 se muestra como varia el DP promedio de los fructanos
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de Agave, asi como la proporcién de las moléculas tipo agavina y graminano con
respecto a la edad de la planta. Como se observa en la Tabla 1.3, la proporcion
de agavinas/graminanos aumenta con la edad de la planta; especificamente, en las
plantas de Agave de 4 anos de edad, se encuentra la presencia de 2 moléculas del

tipo agavina por cada molécula del tipo graminano con un DP promedio de 8.

Tabla 1.3: Variacion del grado de polimerizacién y proporcién de agavinas/graminanos en
plantas de Agave tequilana Weber var. azul de 2-7 anos de edad.

Edad de la planta de Agave
(anos)

2 6+t1 1
T+1
8+1
10 £ 2
16 £6
23 £ 2

Proporcion de moléculas

DP . . .
promedio (agavinas/graminanos)

~N O Ot = W
=W W NN

Datos tomados de la referencia [30].

1.2.3. Proceso de extraccion de fructanos de Agave

Uno de los primeros protocolos establecidos para la extraccién de fructanos de Agave
y el uso posterior de éstos como prebidticos en estudios in vitro o in vivo, fue el de
Lépez et al. [18]. Este protocolo de extraccién consta de tres etapas; en la primera, la
pina de Agave se parte en trozos pequenos a los cuales se les adiciona una solucion
etanol-agua al 80 % en una proporcién 1:3 (peso/volumen). Posteriormente, esta
solucion se mantiene en agitacion contintia por 1 h a una temperatura de 75 °C.
Al término de este proceso, el sobrenadante se filtra y la pina es sometida a dos
extracciones consecutivas (segunda y tercera etapa respectivamente), empleando 50
mL de agua a 70 °C por 30 min. Los tres sobrenadantes se mezclan y se agrega
cloroformo con la finalidad de retirar la fraccion lipidica de éstos. La fase acuosa
se separa y se coloca en un rotavapor con el objetivo de concentrar la solucion.
Finalmente, el extracto de Agave es liofilizado para obtener los fructanos en polvo.

No obstante, el uso de cloroformo en este protocolo no era muy bien aceptado, debido

13
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a que los fructanos eran destinados para estudios con ratones. Por lo que, se opté
por realizar la extraccién de fructanos empleando tinicamente agua caliente (60 °C)
[30]. Sin embargo, este proceso (a nivel laboratorio) consume mucho tiempo, sobre
todo al momento de concentrar la solucién de Agave en el rotavapor (lo cual toma
incluso semanas, por la cantidad de agua que se tiene que evaporar). Ademads, otro
cuello de botella importante es el secado del extracto de Agave mediante liofilizacion,
por lo que se han utilizado otras alternativas como el secado en horno al vacio. Sin
embargo, se ha reportado que durante el proceso de secado en horno, existe una
hidrdlisis de los fructanos, incrementando el contenido de fructosa [31].

Por otra parte, a nivel semi industrial o industrial, la extraccién de fructanos de
Agave comunmente se lleva a cabo con agua caliente (70-99 °C), con objeto de
inactivar las enzimas hidroliticas presentes en la pina de Agave y debido a que la
solubilidad de los fructanos disminuye con el agua fria. El proceso contintia con la
separacién de la pulpa de Agave de la solucion, mediante filtracion o centrifugacion.
El extracto obtenido se somete a un cambio de pH (neutro) para evitar la hidrélisis
acida de los fructanos y llevar a cabo la precipitacién de algunas proteinas y coloides.
Luego, el extracto de Agave es filtrado, clarificado, concentrado y posteriormente se

seca mediante un secador por aspersion para la obtencién del producto final [32-36].

1.2.4. Metodos de caracterizacion de fructanos de Agave

Aunque existen varias técnicas disponibles para el andlisis de los fructanos de Agave,
ningiin método proporciona su andlisis completo, por lo tanto, a menudo es nece-
sario una combinacion de diferentes técnicas para su caracterizacion. Una de las
técnicas cualitativas frecuentemente utilizada para caracterizar fructanos de manera
facil, econémica y rapida, es la cromatografia en capa fina (TLC'), la cual permite
trabajar varias muestras a la vez; la separaracién de los fructanos se lleva a cabo en
funcién del DP [37, 38], y dependiendo de la fase estacionaria (la cual generalmente
es silica gel), asi como de la fase mévil empleada, es posible separar los isoméros
de un solo DP; sin embargo, solo se han logrado separar los isoméros presentes en

fructanos con un DP<5 [39-41].
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El uso de la TLC puede ser combinado con el método enzimatico/espectrofotométri-
co con el objetivo de tener una caracterizacién mas completa de los fructanos que se
estan analizando. El método enzimético/espectrofotométrico determina el porcenta-
je de fructanos presente en una muestra. Esta método es muy preciso, reproducible,
se realiza facilmente y se puede trabajar con varias muestras a la vez. El ensayo con-
siste en hidrolizar la sacarosa que se encuentra en la muestra a glucosa y fructosa
mediante sacarasa. Después, la glucosa y fructosa se reducen a polioles. Posterior-
mente, los fructanos presentes en la muestra son hidrolizados a glucosa y fructosa
empleando una fructanasa (exo-inulinasa). Los azicares reductores producidos, se
determinan en un espectrofotémetro, después de la reaccion con hidrazida de acido
p-hidroxibenzoico [42]. Sin embargo, la cromatografia de intercambio aniénico de
alta resolucion, acoplada a un detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD) es
la herramienta analitica usada hoy en dia para la caracterizacion de fructanos de
Agave [17, 30, 32]. Mediante HPAEC-PAD se puede analizar los fructanos directa-
mente sin necesidad de derivatizarlos y cuantificar hasta en un nivel de picomoles
[43]. Ademés, este tipo de cromatografia permite diferenciar algunos de los isémeros
presentes en un mismo DP [30]. El principio de esta técnica radica en el hecho de
que los carbohidratos son acidos debiles con un valor de pKa en un rango de 12-
14, y en consecuencia, a un pH alto éstos pueden ser transformados a oxi-aniones,
pudiéndose separar facilmente utilizando columnas de intercambio aniénico de alta
eficiencia [23, 44, 45]. Durante el andlisis, los fructanos son eluidos empleando un
gradiente de NaOH/CH3COONa. El elevado pH del NaOH (13-14), convierte los
grupos hidroxilo en oxi-aniones. El grado de interaccion del oxi-anién con la resi-
na de intercambio aniénico determina los tiempos de retencién de los fructanos. El
sistema PAD oxida y detecta al fructano cuando éste pasa a través del detector.
No obstante, esta herramienta muestra una reduccion en la sensibilidad del detector
PAD en la separacién de fructanos con alto DP, debido a que el detector en si, mide
los electrones liberados durante la oxidacién de los carbohidratos en el electrodo de
oro. Por lo que se ha sugerido que si los fructanos son de DP grande habra menos

electrones liberados por unidad fructosil, por lo que el rendimiento del PAD por ug
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de fructano disminuye [43].

1.3. Efecto prebidtico de los fructanos tipo inulina

Un prebidtico es un ingrediente alimenticio que afecta benéficamente al hospedero
por estimulacién selectiva del crecimiento y/o actividad de uno o un nimero limi-
tado de bacterias en el colon, promoviendo una mejora en la salud del hospedero
[46, 47]. Todos los fructanos son considerados prebidticos, los cuales inducen cambios
especificos en la composicion de la microbiota intestinal; pero, para que un ingre-
diente alimenticio sea clasificado como prebidtico debe de cumplir con tres criterios:
1) No debe ser hidrolizado ni absorbido en la parte superior del tracto gastrointes-
nal, 2) Ser fermentado por la microbiota intestinal y 3) Estimular el crecimiento
de bacterias intestinales asociadas con la salud del hospedero [48, 49]. Por lo tanto,
el enfoque de los prebidticos es hacia la adminstracion de compuestos alimenticios
que no se degraden en la parte superior del tracto gastrointestinal, considerando
que muchos microorganismos positivos para la salud del huésped ya residen en el
colon. El efecto prebidtico de los fructanos tipo inulina se ha confirmado en estudios
previos (in vitro e in vivo), en los cudles muestran que estos fructanos inducen un
incremento significativo de las bacterias probidticas Bifidobacterium y Lactobacillus

(bacterias consideradas promotoras de la salud) [50-53].

1.8.1. Efectos sistémicos de los fructanos (peso corporal, glucosa, tri-

glicéridos y colesterol)

Numerosos trabajos apuntan hacia la posibilidad de que los fructanos tipo inuli-
na a través de la modulacién de la microbiota intestinal y a los acidos grasos de
cadena corta (SCFA; productos de la fermentacién de los fructanos en el colon), es-
pecificamente el dcido butirico, puedan ejercer acciones fisiologicas a nivel sistémico,
relacionadas con una disminucién de peso corporal, asi como en la concentracion de
glucosa en sangre [54-57] (una explicacién con més detalle sobre el mecanismo se
abordard en la seccién 1.3.4). En modelos animales, el consumo de fructanos también

muestra efectos benéficos sobre el metabolismo lipidico, a través de una disminucién
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en los niveles de triglicéridos y colesterol en plasma sanguineo [58-63], lo cual ha
sido atribuido a los SCFA, de manera puntual a los acidos acético y propidnico, los
cuales tienen fuertes implicaciones en la salud del individuo [64]. El 4cido propiénico
inhibe la colesterogénesis y lipogénesis en el higado, mientras que el acido acético
las estimula [64—67]; por lo que, un aumento en la proporcién (propiénico/acético)
que alcance el higado, tendra mayor potencial en la disminucion de triglicéridos y

colesterol en el individuo.

1.3.2. Modulacion de la microbiota intestinal

El intestino de un humano adulto puede albergar un nimero casi inconcebible de
microorganismos. El tamano de la poblaciéon puede alcanzar cerca de los 100 trillones
de bacterias [68]. Esta gran poblacién de microorganismos juega un rol muy impor-
tante en la salud y nutricién del huésped, no obstante, las especies de bacterias que
componen la microbiota intestinal responden a los cambios de dieta determinada por
la competencia de sustratos y por la tolerancia a las condiciones del intestino [69].
En la seccién 1.3 se menciond que los fructanos tipo inulina estimulan el crecimiento
de las bacterias probidticas Bifidobacteria y Lactobacilli, las cuales ejercen un efecto
benéfico en la salud del hospedero. Pero, un reciente estudio realizado por Everard
et al. [70] mediante el andlisis de secuenciacién de los genes que codifican para la
subunidad 16S del ARN ribosomal, mostré que la ingesta de una dieta suplementada
al 10% con fructanos tipo inulina por 8 semanas, no solamente estimula el creci-
miento de Bifidobacterium spp. en ratones sanos, sino que también se incrementan
otros géneros de bacterias tales como Akkermansia, Bacteroides, Dehalobacterium y
Sutterella en el ciego de los animales, con respecto a los ratones que solo consumen
la dieta estandar sin suplementar. Interesantemente, dentro de estos nuevos géneros
de bacterias que son enriquecidos bajo una dieta suplementada con fructanos, la
abundancia de Akkermansia muciniphila ha sido correlacionada con mejoras me-
tabolicas en el hospedero [71, 72].

Por otra parte, Mao et al. [73] alimentaron ratones sanos con una dieta estandar

suplementada al 5% con fructanos tipo inulina por 3 semanas, mostrando que estos
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prebiodticos tienen la capacidad de modular la microbiota de las heces de los roedo-
res, a pesar de que el porcentaje de fructanos suplementado fue mas pequeno asi
como el tiempo de ingesta, con respecto al trabajo de Everard et al. [70]. Los autores
observaron que ademads del incremento significativo del género Bifidobacterium, la
abundancia relativa del género Olsenella aumenté de manera significativa (inclusé
més que Bifidobacterium) en las heces de los animales que recibieron la dieta suple-
mentada con fructanos con respecto a los ratones control (Figura 1.6). Pero, debido
a que no hay reportes previos del enriquecimiento de Olsenella bajo un tratamiento
con fructanos, los investigadores concluyen que es necesaria mas investigacién al
respecto para conocer el papel que estd desempenando este género en la salud del

hospedero.
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Figura 1.6: Cambios en la microbiota de las heces de ratones alimentados por 3 semanas
con una dieta estdndar suplementada al 5% con fructanos tipo inulina [73].

1.3.2.1. Secuenciacion de alto rendimiento para el estudio de la micro-

biota

Los fructanos tienen la capacidad de inducir cambios especificos en la composicion de

la microbiota intestinal del individuo, por lo que es importante conocer cuales fueron
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los cambios en la microbiota intestinal derivados del consumo de estos prebiodticos.
La aparicion de las denominadas técnicas de secuenciaciéon de alto rendimiento (high-
throughput sequencing technologies) marcaron un punto de inflexién en el estudio de
la microbiota intestinal. Antes de la llegada de estas técnicas de secuenciacién, el
estudio de la diversidad bacteriana se realizaba aislando y cultivando en medios de
crecimiento selectivo los distintos miembros de la comunidad microbiana, lo cual
aportaba una vision sesgada de la composicién bacteriana de la microbiota, debido
al desconocimiento de los requerimientos nutricionales de determinados subgrupos
de bacterias y por ende a la dificultad de cultivarlos en medios habituales. La ventaja
de las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento es su independencia del cultivo
en medios biologicos, permitiendo una visién global a través del analisis del material
genético presente en el medio que se quiera estudiar [74]. Esta visiéon mas amplia per-
mite una descripcién detallada de los diferentes miembros que forman la comunidad
bacteriana y de su abundancia relativa. De manera general, estas técnicas consisten
en la extraccion del ADN de una muestra bioldgica, seguido de la amplificacién y se-
cuenciacion de los genes que codifican para la subunidad 16S del ARN ribosomal. El
gen 165 esta presente en todas las bacterias y contiene regiones constantes y varia-
bles, por lo tanto, las similitudes y diferencias en la secuencia de nucleétidos de este
gen, permiten la caracterizacién taxonomica precisa de las bacterias que componen
una comunidad, pudiendo discernir entre estratos de phylum hasta nivel de género
y especie. El andlisis de las secuencias del gen 16S puede ser realizado mediante pro-
gramas estadisticos tal como QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
(75, 76]. Este software puede ser instalado y ejecutado en una laptop para analizar
millones de secuencias provenientes de los genes que codifican para la subunidad 16S
del ARN ribosomal de la comunidad microbial a estudiar. Las secuencias sin pro-
cesar (generadas por el secuenciador) se ingresan en QIIME y mediante comandos
(scripts) se obtiene el pérfil taxondémico de las muestras. Ademads, también se pue-
de calcular y comparar la diversidad microbial presente en los diferentes grupos de
muestras. El analisis de las secuencias en QIIMFE puede ser realizado de dos mane-

ras; de forma cerrada, en la cual las secuencias del gen 16S de la muestra a estudiar,
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se comparan con las secuencias de referencia de bases de datos o de forma abierta
(de novo) para secuencias que no estéan presentes en las bases de datos. Hoy en dia,
la secuenciacion del gen 16S es empleada enormemente como una herramienta para
explorar el contenido microbial de una muestra, debido a su costo relativamente
bajo y al desarrollo de software especializado para el andlisis de estas secuencias.
Esta tecnologia es capaz de responder cudles microorganismos estan presentes en

una muestra asi como la abundancia relativa de éstos.

1.3.3. Produccion de dcidos grasos de cadena corta en el contenido

colonico

Los fructanos son prebidticos resistentes a la hidrolisis por enzimas digestivas, debido
a la configuracion 8 del carbono 2 anomérico del carbohidrato en sus moléculas de
fructosa; por lo tanto, los fructanos se consideran como carbohidratos no digeribles
[77]. La microbiota coldnica fermenta materia orgénica que no puede ser digerida
por el hospedero en la parte superior del tracto gastrointestinal. Los principales pro-
ductos del metabolismo de los fructanos son SCFA lineales, principalmente acético,
propiénico y butirico [78] en una proporcién aproximada de 3:1:1 [79]. Sin embargo,
también se producen otros productos de fermentacién tales como lactato, succinato
y etanol, los cuales son intermediarios en el proceso de la fermentancion global de la
microbiota y son en diverso grado metabolizados a SCFA por interacciones y/o co-
laboracion de las especies presentes en el ecosistema, por lo que generalmente no se
acumulan en gran medida en el intestino [80]. La fermentacién de los carbohidratos
también genera algunos gases como COs, CHy v Hy, ademéds de calor [78, 81].

La produccion de SCFA es determinada por muchos factores, incluyendo la com-
posicién quimica de los sustratos fermentables, la cantidad de sustrato disponible,
su forma fisica (tamano de particula, solubilidad, asociacién con otros complejos no
digeribles), las especies bacterianas que componen la microbiota, asi como factores
ecolégicos (competitividad e interacciones entre diferentes grupos de bacterias) y el
tiempo de transito intestinal [82-87].

La presencia de los carbohidratos y sus productos de fermentacion, pueden alterar
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la fisiologia colénica. El primer efecto de los SCFA sobre la funciéon colénica es el
resultado de su absorcion y metabolismo por los colonocitos, aunque los SCFA son
también sustratos metabdlicos para otros tejidos del hospedero [88].

Por otra parte, la microbiota y sus productos metabdlicos (SCFA) interactian con
el hospedero en diferentes maneras, influenciando la homeostasis y resultados en la
salud. Por ejemplo, la caida de pH debido a la fermentacién de los fructanos crea
un ambiente mas acido en el ciego y colon del individuo, lo cual favorece la pro-
lifereacion de ciertas bacterias benéficas tales como Bifodobacteria y Lactobacilli e
inhibe el crecimiento de bacterias patogénicas sensibles al pH tales como E. coli y
Salmonella [89, 90].

La mayoria de las bacterias intestinales utilizan la ruta glicolitica para obtener
energia de los fructanos, los cuales son inicialmente convertidos a piruvato y acetil-
CoA (Figura 1.7). Estos metabolitos son los puntos de control clave en el meta-
bolismo de la fermentacion, los cuales pueden ser convertidos en un gran ntmero
de productos como son: acetato, propionato, butirato y lactato [91]. La Tabla 1.4
muestra los productos metabdélicos de los principales grupos de bacterias sacaroliti-

cas presentes en el colon.

Aunque el papel principal de los SCFA es como fuente de energia para las células
del epitelio intestinal, existen receptores especificos para estos metabolitos presentes
en una variedad de tejidos, los cuales sugieren roles fisiologicos adicionales, asi como
posibles efectos terapéuticos en los trastornos metabdlicos e inflamatorios tales como
obesidad, enfermedades cardiovasculares y diabetes [94]. Los SCFA actian a través
de los receptores acoplados a proteinas G (GPRs), en particular GPR43 y GPR/1
denominados también receptores de acidos grasos libres FFA2 y FFAS3, respectiva-
mente. FFA2 es igualmente sensible a acetato, propionato y butirato mientras que
FFAS3 es sensible a los SCFA en el siguiente orden: propionato>butirato>acetato.
FFA2 es expresado por los leucocitos, adipocitos, musculo esquelético, corazon, bazo
y células L del colon [95-98], mientras que FFAS3 es expresado por el tejido adiposo,

células mononucleares de sangre periférica, pancreas, bazo, médula dsea y ganglios
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Figura 1.7: Diagrama simplificado de las principales rutas de fermentacién de los fructanos
en el colon. PEP: Fosfoenolpiruvato; adaptado de la referencia [91].

linfaticos [95, 96, 99, 100] influyendo en una gran variedad de funciones biolégicas
incluyendo inflamacién y la secrecion de hormonas involucradas en el control del
apetito. Los SCFA (acético y propiénico) productos de la fermentacién en el ciego
y colon del individuo, pasan a través de vena porta hacia el higado, en donde el
incremento en la proporcién de propionato/acetato puede potencialmente disminuir
la lipogénesis [101-103], y es debido a esto, que el individuo presenta una reducciéon
de triglicéridos y colesterol en sangre. Por otra parte, el 4cido butirico es la principal
fuente de energia de los colonocitos, por lo cual se tendra un incremento de células
L. Debido a que las células L secretan el péptido similar al glucagén 1 (GLP-1),
habra también un aumento de éste en sangre. GLP-1 activa senales de saciedad en
el cerebro del individuo y correlaciona de manera negativa con grelina (la cual envia
senales de hambre). Por lo tanto, si hay un aumento en los niveles de GLP-1 en

sangre, grelina va a disminuir; generando en el cerebro mayor saciedad y en conse-
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Tabla 1.4: Principales grupos de bacterias sacaroliticas presentes en el colon del individuo
y sus productos de fermentacién.

Microorganismo Productos metabdlicos

Atopobium
Bacteroides
Bifidobacteria
Butyrivibrio
Clostridia
Enterobacteria
Eubacteria
Faecalibacteria
Fusobacteria
Lactobacilli
Prevotella
Propionibacteria
Roseburia
Ruminococci A L

=
R

-
> - -
@ vl w w
e, £ o Cwwe T e
. . “r

A: Acetato; P: Propionato; B: Butirato; L: Lactato.
Datos tomados de las referencias [92, 93].

cuencia una disminucién en la ingesta de alimento, impactando en la disminucion
de peso corporal del individuo. Ademas de activar senales de saciedad en el cerebro,
la hormona GLP-1 es considerada una incretina, es decir, esta hormona tiene la
capacidad de inducir la liberacién de insulina en el pancreas y entonces, si hay un
aumento de insulina, los niveles de glucosa en sangre del individuo muestran una
disminucién (Figura 1.8).

Los datos anteriores, muestran que un incremento de los SCFA debido a la ingesta
de fructanos, tiene un gran potencial para la prevencién y/o el manejo de algunas
enfermedades o padecimientos, tales como sobrepeso, sindrome metabdlico, obesidad

y diabetes.

1.3.4. Modulacion de hormonas gastrointestinales involucradas en la

regulacion del apetito

Las hormonas son fundamentales en la regulacion del apetito y el peso corporal. A
corto plazo, el control de la ingesta de alimento esté principalmente controlado por

las vias de senalizacion que emanan del tracto gastrointestinal, incluido el péptido
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Figura 1.8: Mecanismo propuesto por el cual los fructanos a través de los SCFA inducen
un efecto benéfico en la salud del individuo. Adaptado de la referencia [73].

orexigénico grelina y los péptidos anorexigénicos colecistoquinina (CCK ), GLP-1, el
péptido YY (PYY), oxintomodulina (OXM), entre otros. En la Figura 1.9 se puede
observar el sitio donde se estan secretando cada una de estas hormonas. Grelina es
la inica hormona gastrointestinal orexigénica conocida; los niveles de grelina circu-
lante se incrementan en el periodo de ayuno y caen rapidamente después de ingerir
alimento [104, 105]. Los péptidos PYY y GLP-1 son secretados en las células L del
intestino (principalmente en el ileon y colon) en respuesta a la ingesta de nutrientes
[106, 107]. Los niveles circulantes de estas hormonas se elevan después de una comi-
da y decaen en el estado de ayuno. Estudios en ratones y humanos han demostrado
que ambas hormonas estan involucradas en la disminucion de la ingesta de alimento
y por lo tanto, se han convertido en el objetivo de muchas terapias anti-obesidad
[108-111]. Por otra parte, en el control de la ingesta a largo plazo, parecen ser pri-

mordiales las seniales que se emanan del tejido adiposo (leptina) [105]. La leptina es
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secretada por adipocitos en niveles circulantes proporcionales a la masa grasa [106].
Interesantemente, los fructanos ademas de cambiar la microbiota intestinal y de
incrementar la concentracién de SCFA en el colon, también tienen la capacidad de
modular algunas de las hormonas involucradas en la regulacién del apetito. Estudios
realizados en ratas sanas, confirman que el consumo de una dieta estandar suple-
mentada al 10 % con fructanos tipo inulina por un lapso de 3-4 semanas, promueve
en los animales un incremento de las hormonas GLP-1 [55-57, 112] y PYY [56] e
induce una disminucién de grelina [56, 57] en plasma con respecto a las ratas control.
Resultados similares han sido obtenidos en investigaciones con humanos sanos; en
las cudles las personas recibieron un suplemento de 16 g de fructanos/dia, por un
lapso de 2 semanas. Al término del ensayo, las personas que consumieron la dieta
suplementada con fructanos, registraron un incremento en la concentracion de las
hormonas GLP-1 y PYY en plasma (lo cual fue asociado con una mayor sensacién
de saciedad y menor ingesta de energia) con respecto a los individuos que recibieron

un placebo [54, 113].

Estomago
« Grelina

Intestino delgado

- PYY *CCK

* OXM

Figura 1.9: Hormonas gastrointestinales involucradas en la regulaciéon del apetito. Adap-
tado de la referencia [105].

25



1. Antecedentes

1.3.4.1. Efecto del grado de polimerizacion sobre la modulacion de las

hormonas GLP-1 y grelina

Con el objetivo de determinar si el DP del fructano ejerce un efecto en la ingesta de
alimento, asi como en la modulaciéon de las hormonas GLP-1 y grelina, Cani et al.
[57] suplementaron una dieta estandar con tres fructanos tipo inulina de diferente
DP. Los fructanos empleados fueron: de bajo DP (<10), de alto DP (>10) y una
mezcla 1:1 de fructanos de bajo y alto DP, concluyendo que el DP del fructano no
tiene un impacto sobre la ingesta de alimento, debido a que todas las ratas que con-
sumieron fructanos disminuyen su ingesta de alimento con respecto al grupo control.
Sin embargo, observaron que el DP impacta en la modulaciéon de GLP-1 y grelina,
ya que unicamente los fructanos de bajo DP (<10 y la mezcla 1:1) incrementaron de
manera significativa la concentracion de GLP-1 en el colon proximal y disminuyen
la concentracién de grelina en sangre, con respecto a las ratas que consumieron la

dieta estandar o la suplementada con fructanos de un DP>10 (Figura 1.10).

] Control
W DP<10
Mezcla 1:1
B DP>10

o
©
£
< Control A Mezcla 1:1 a
e DP <10 5 DP>10 T
o
_
O

>
—
w
[42]
o

*

300

Ingesta (kJ/dia)

N
&)
o

500

400 ab

._

200

L L
0 5 10 15 20 25 300

Tiempo (dias) 200

100

LN A N B S B S e |

Grelina activa (ng/L)

0

Figura 1.10: Importancia del grado de polimerizacién del fructano sobre la modulaciéon de
las hormonas GLP-1 y grelina, involucradas en la regulacién del apetito [57].
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1.4. Efecto prebidtico de los fructanos de Agave

Urfas-Silvas & Loépez [46] analizaron el potencial prebidtico de cinco diferentes espe-
cies de Agave utilizando bacterias probidticas del género Bifidobacteria y Lactobaci-
lli. Las especies de Agave analizadas fueron: A. tequilana (de Jalisco y Guanajuato),
A. angustifolia (de Sonora y Oaxaca), A. potatorum y A. cantala (de Oaxaca) y A.
fourcroydes (de Yucatén). De los resultados obtenidos, los autores concluyen que
los fructanos ramificados de Agave favorecen el crecimiento in vitro de ambos géne-
ros de bacterias. Se observé que los fructanos de Agave de bajo DP (tal es el caso
de A. tequilana de Guanajuato y A. fourcroydes de Yucatan [17]) muestran una
mayor capacidad prebidtica en comparacion a fructanos de alto DP. Resultados si-
milares fueron obtenidos por Santiago-Garcia & Lépez [114], utilizando fructanos de
A. angustifolia de bajo y alto DP. Estudios realizados posteriormente, empleando
fructanos extraidos de A. tequilana, A. angustifolia y A. salmiana confirman lo pre-
viamente establecido por Urias-Silvas & Loépez; que los fructanos de Agave tienen

una alta capacidad prebiética [34, 114-116].

1.4.1. Impacto en la ganancia de peso corporal y niveles de glucosa y

colesterol en sangre

El primer estudio in vivo realizado para investigar el efecto prebiético de los fruc-
tanos de Agave, fue realizado por Urias-Silvas et al. [117] empleando ratones sanos.
Los autores utilizaron fructanos de Agave tequilana del estado de Guanajuato (los
cudles se caracterizan por presentar un bajo DP [17] y por mostrar un alto potencial
prebidtico in vitro [46]); y compararon su efecto con respecto a los fructanos tipo
inulina de bajo DP. Los fructanos de Agave y tipo inulina fueron suplementados
al 10% en una dieta estandar y administrados por 5 semanas a los animales. Al
término de este tiempo, observaron que los ratones que consumieron los fructanos
ramificados de A. tequilana presentaron una reduccién en la ingesta de alimento, asi
como en la ganancia de peso corporal (similar a la mostrada por los animales que

recibieron la dieta suplementada con los fructanos lineales) con respecto al grupo
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control (Figura 1.11).
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Figura 1.11: Efectos sistémicos de los fructanos ramificados de Agave tequilana en ratones
sanos. A) Disminucién de la ingesta de alimento y B) Ganancia de peso
corporal [117].

Sorprendentemente, los fructanos de Agave y tipo inulina exhibieron la misma ca-
pacidad para disminuir los niveles de glucosa y colesterol en sangre de los ratones,
debido a que ambos carbohidratos disminuyeron de manera significativa estos pa-
ramétros, con respecto a los ratones control. Unicamente el grupo de ratones que
recibié la dieta suplementada con los fructanos lineales, exhibieron la menor con-
centracion de triglicéridos, con relacién a los animales alimentados con fructanos de

Agave y al grupo control (Tabla 1.5).

Tabla 1.5: Efecto del consumo de una dieta suplementada al 10 % con fructanos de Agave
sobre los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre de ratones sanos.

Glucosa Triglicéridos  Colesterol
(mM) (mM) (mM)

Control 10.36 4+ 0.27¢  1.40 + 0.11*  2.88 £ 0.12%
Inulina  8.44 + 0.38®  0.97 + 0.08®  2.40 £ 0.04°
Agave 876 + 0.31°  1.24 £0.09®°  2.40 4 0.14°

Grupo

Datos tomados de la referencia [117].

Resultados similares fueron reportados por Santiago-Garcia & Lépez [118], quienes
alimentaron ratones sanos con una dieta suplementada al 10 % con fructanos de 2

especies de Agave (A. angustifolia Haw. y A. potatorum Zucc.; ambos de bajo DP)
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por 4 semanas. En este estudio, también se emplearon fructanos tipo inulina de bajo
DP, como un control positivo. Se observé que no hubo una diferencia significativa
en la ingesta de alimento y peso corporal de los roedores que consumieron fructanos,
es decir, los fructanos de A. angustifolia y A. potatorum tienen la misma capacidad
que los fructanos tipo inulina, de inducir en el ratéon una menor ingesta de alimento
y ganancia de peso corporal, con respecto a los animales alimentados solo con dieta
estandar. Encontraron diferencias significativas en los niveles de glucosa y triglicéri-
dos determinados en plasma sanguineo; reportando que, tinicamente los animales
que consumieron fructanos de Agave muestran la menor concentracion de glucosa
en sangre y solo el grupo de roedores que se alimenté con fructanos de A. angusti-
folia exhiben un decremento significativo en los niveles de triglicéridos, en relacion

a la dieta estandar (Tabla 1.6).

Tabla 1.6: Efecto del consumo de una dieta suplementada al 10 % con fructanos de Agave
angustifolia y potatorum de bajo grado de polimerizaciéon sobre los niveles de
glucosa, triglicéridos y lipoproteinas de baja (LDL) y alta (HDL) densidad en
sangre de ratones sanos.

Dieta Glucosa Triglicéridos LDL HDL

Estandar 8.79 &+ 0.55  1.17 £0.09¢  2.11 4 0.03% 0.36 & 0.02%
A. angustifolia  7.00 £ 0.35®  0.57 £ 0.05>  1.39 £ 0.07° 0.62 & 0.05°
A. potatorum  7.05 £ 0.25°  0.62 £ 0.16%*  1.33 £ 0.04° 0.55 4 0.06°
Inulina 7.98 4+ 0.24%*  0.66 £+ 0.07%*  1.16 £ 0.08" 0.70 & 0.04°

Datos tomados de la referencia [118].

Por tltimo, Santiago-Garcia & Lopez observaron que los fructanos ramificados y
lineales, tienen la capacidad de disminuir la concentracién de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) e incrementar las de alta densidad (HDL) en el plasma sanguineo
de los animales, con respecto a los ratones que consumieron la dieta estandar (Tabla
1.6), lo cual es importante, ya que las LDL son los que mayores problemas repre-
sentan para la salud.

Por otra parte, Garcia-Curbelo et al. [119] evaluaron el efecto de los fructanos de

A. fourcroydes de Cuba, en ratones sanos. Confirmando lo previamente reportado
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para las especies de Agave mexicanas; es decir, que los fructanos de A. fourcroydes
de Cuba, disminuyen significativamente los niveles de glucosa y triglicéridos en la
sangre de los roedores (incluso, el decremento en estos pardmetros fue mayor, al
mostrado por los fructanos tipo inulina) con respecto al grupo que se alimenté con
dieta estandar.

Estos estudios muestran el enorme potencial de los fructanos de Agave de bajo
DP; en la disminucién del peso corporal y en la modulacién de algunos parametros

metabdlicos (glucosa, triglicéridos y colesterol) en la sangre de los ratones.

1.4.2. Incremento en la concentracion de dcidos grasos de cadena corta

y disminucion del pH en el contenido colonico

Los fructanos de Agave son fermentados en el ciego y colon por la microbiota sa-
carolitica presente en estos sitios, siendo sus princiaples productos de fermentacion
SCFA. Interesantemente, a pesar de las enormes diferencias presentes a nivel estruc-
tural entre los fructanos tipo inulina y los fructanos ramificados de Agave; ambos
prebidticos producen &acido acético, propiénico y butirico en una proporciéon 3:1:1
como los productos principales de la fermentacién [120]. Estudios previos demues-
tran que el consumo de una dieta suplementada al 10% con fructanos de Agave,
incrementa significativamente la concentracién de los SCFA en el contenido del cie-
go y colon de ratones saludables [118-120]. Este aumento en los niveles de SCFA
desempena un papel muy importante en la determinaciéon del ambiente intestinal,
influenciando una caida significativa del pH, en el contenido del ciego y colon de los
roedores [118-120] y consecuentemente mejorando la salud del hospedero median-
te la estimulacion del crecimiento de bacterias benéficas y una disminucion en la

cantidad de bacterias patogénicas [89, 90].

1.4.3. Cambios en la microbiota intestinal y modulacion de las hormo-

nas grelina y GLP-1

Los fructanos de Agave actiian como prebidticos induciendo beneficios a la salud del

hospedero mediante cambios especificos en la composicién y/o actividad de la mi-
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crobiota [121], sin embargo, existen muy pocos estudios en animales o0 humanos que
muestran el efecto prebidtico de los fructanos de Agave en la microbiota intestinal,
a través de diferentes técnicas de andlisis tal como el método de cultivo tradicional
de microbiologia [122], PCR cuantitativo en tiempo real [35] e hibridacién fluores-
cente in situ [123]. Hasta hace poco tiempo, la mayoria de las investigaciones en
esta area se habian enfocado sobre la capacidad que tienen los fructanos de Agave
para estimular el crecimiento principalmente de las bacterias probiéticas (Bifido-
bacterium spp. v Lactobacillus spp.), tal vez debido a que estos dos géneros de
bacterias son organismos sacaroliticos, no patogénicos, no putrefactos y no toxicos
para el hospedero. Por lo tanto, son candidatos razonables para orientar en cuanto a
la restauracién de un equilibrio favorable de las especies intestinales [124]. Estudios
realizados con fructanos de Agave, muestran que el consumo de estos prebidticos,
lleva a un incremento de Bifidobacteria y Lactobacilli en ratas sanas, diabéticas y
obesas [122], ratones obesos [35] y humanos saludables [123]. No obstante, la micro-
biota intestinal comprende trillones de bacterias las cuales influyen en nuestra salud
y nutricién a través de multiples vias. Por lo tanto, estos dos géneros de bacterias no
pueden explicar el complejo impacto de la ingesta de prebidticos en la composiciéon
de la microbiota intestinal. Actualmente, a través de la tecnologia de secuenciacién
de ADN, otras poblaciones bacterianas que estan siendo afectadas por la ingesta de
prebioticos estan emergiendo.

Una reciente investigacion, realizada mediante la secuenciacion de los genes que co-
difican para la subunidad 16S del ARNr en las heces de humanos saludables; quienes
consumieron 5y 7.5 g/dia de fructanos de Agave por un lapso de 21 dias, muestra
que la ingesta de este prebidtico no unicamente estimula el crecimiento selectivo
del género Bifidobacteria, sino que también hay una disminucion significativa de
los géneros Ruminococcus, Lachnobacterium y Desulfovibrio [125]. Interesantemen-
te, dentro de los 3 géneros de bacterias que disminuyeron con la ingesta de fructanos
de Agave, se ha demostrado que algunos miembros del género Desulfovibrio son
productores de endotoxinas, las cuales han sido vinculadas a algunas enfermedades

inflamatorias [126]. Por lo tanto, estos datos sugieren que los cambios especificos
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encontrados hasta ahora en la microbiota intestinal debido a la ingesta de fructanos
de Agave, es solo el comienzo en la comprension del efecto de este prebiotico en la
modulacién de la microbiota intestinal y su impacto en la salud del individuo.

Por otra parte, como se mencioné anteriormente, los fructanos a través de su fermen-
tacion en el ciego y colon generan SCFA, los cuales juegan un papel muy importante
(de manera puntual el dcido butirico), debido a que influencia la secrecién de las
hormonas GLP-1 y PYY, las cuales estdan involucradas en el control del apetito
[127-129]. Investigaciones realizadas con fructanos extraidos de Agave tequilana, A.
angustifolia y A. potatorum concluyen que estos prebiodticos tienen la capacidad
de incrementar los niveles de GLP-1 (en el colon y vena porta) de ratones sanos
[117, 118] e inducir una disminucién en la concentraciéon de grelina (en el estémago
y vena porta) de los roedores [118,; 130]; de forma comparable a los fructanos tipo
inulina, a pesar de las enormes diferencias estructurales entre ambos carbohidratos.
Ademas, un trabajo reciente muestra que existe una correlacion negativa entre los
niveles de las hormonas grelina y GLP-1 en la sangre de los ratones que consumen
fructanos de Agave [118], lo cuél previamente habia sido determinado para fructanos
tipo inulina [57]. El aumento en los niveles de GLP-1 (hormona involucrada con sa-
ciedad) y la reduccion en la concentraciéon de grelina (hormona que envia senales de
hambre al cerebro), producen un impacto en la reduccién de la ingesta de alimento

y en consecuencia una pérdida de peso corporal del ratén [117, 118].

1.5. Los fructanos como una alternativa para el manejo de sobrepeso

Investigaciones previas, realizadas en ratones alimentados con una dieta alta en gra-
sa [131-135] o en ratones genéticamente obesos [72, 136], concluyen que cuando se
suplementa la dieta que recibe el animal con fructanos tipo inulina, el individuo
muestra una reduccion en la ingesta de alimento, disminucion en la ganancia de pe-
so corporal y reduccion del tejido adiposo en comparaciéon con los animales que solo
reciben la dieta alta en grasa sin suplementar (Figura 1.12); por lo que, la ingesta
de fructanos podria ser una alternativa para mitigar el desarrollo de sobrepeso u

obesidad en el individuo, ocasionado por el consumo de una dieta rica en grasa.
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Figura 1.12: Efectos sistémicos de los fructanos tipo inulina en ratones alimentados con
una dieta alta en grasa [132]. HFD: Dieta alta en grasa; HFD+inulina: Dieta
alta en grasa+10% de fructanos tipo inulina.

1.5.1. Mejora de pardmetros metabolicos y modulacion de hormonas

involucradas con saciedad

Investigaciones realizadas con fructanos tipo inulina, muestran que este prebidtico
tiene la capacidad de proteger a los animales de las alteraciones metabdlicas indu-
cidas por el consumo de una dieta alta en grasa. Cani et al. [135] reportaron que
ratas que fueron alimentadas por 5 semanas con una dieta estandar suplementada al
10 % con fructanos tipo inulina y que posteriormente se cambiaron (por 2 semanas)
a una dieta alta en grasa suplementada con fructanos, presentaban una disminucién
significativa en la concentracién de triglicéridos en plasma sanguineo en relacién a
los animales que inicialmente solo recibieron la dieta estandar y que posteriormente
fueron desplazadas a la dieta alta en grasa sin suplementar (Figura 1.13).

Posteriormente, Cani et al. [131] alimentaron ratones por 4 semanas con una die-
ta alta en grasa, suplementda con 10% de fructanos tipo inulina; observando que
la ingesta de este carbohidrato, reduce de manera significativa la concentracion de
glucosa en el plasma sanguineo de los animales, en comparacion con los ratones que
solo consumieron la dieta rica en grasa. Por otra parte, Daubioul et al. [101] eva-
luaron el efecto del consumo de fructanos por 8 semanas, sobre la acumulacion de
triglicéridos en el higado, en ratas genéticamente obesas. Los investigadores compa-

raron el efecto de los fructanos (carbohidratos fermentables) con el de la celulosa
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Figura 1.13: Influencia del consumo de fructanos sobre los niveles de triglicéridos en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa [135].
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(carbohidrato no fermentable); encontrando que tnicamente las ratas que fueron
alimentadas con la dieta suplementada con fructanos, exhibieron una menor acumu-
laciéon de triglicéridos en el higado, en comparacion con aquellas que recibieron el
suplemento de celulosa o con respecto a las ratas control (alimentadas exclusivamen-
te con dieta estdndar). Los datos anteriores sugieren que el uso de prebidticos (por
ejemplo, fructanos) en individuos con sobrepeso, podrian regular el metabolismo de
los lipidos y la glucosa, siendo entonces esto una manera para prevenir y manejar el
riesgo de enfermedades metabdlicas [137].

De forma impresionante, los fructanos ademas de ejercer una mejora en los parame-
tros metabdlicos en ratones que se alimentan con una dieta rica en grasa, también
tienen la capacidad de modular hormonas gastrointestinales involucradas en la re-
gulacion del apetito en estos individuos. Estudios previos en ratas y ratones ali-
mentados con una dieta alta en grasa suplementada con fructanos, determinan que
estos prebidticos promueven una produccion enddgena de la hormona sacietogénica
(GLP-1) en el tejido del colon proximal y plasma sanguineo de los animales, lo cual
es asociado con una disminucién en la ingesta de alimento, peso corporal, tejido
adiposo, niveles de glucosa en sangre, asi como un incremento en la concentracion
de insulina (derivado de la accién de incretina, de la hormona GLP-1) en el roe-

dor (Figura 1.14) [131, 132, 135]. Es decir, los fructanos tipo inulina contrarrestan
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los desordenes metabdlicos inducidos por el consumo de una dieta rica en grasa, a
través de la modulacién de hormonas gastrointestinales asociadas con la regulacién

del apetito.

A) GLP-1 (colon proximal) B) GLP-1 (plasma) C) Ingesta
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Figura 1.14: Efecto de la ingesta de fructanos en la modulacién de GLP-1 y su impacto
sobre la ingesta de alimento, peso corporal, niveles de insulina y glucosa en
ratones alimentados con una dieta alta en grasa [131].

1.5.2. La microbiota intestinal como un factor clave en el desarrollo

de sobrepeso u obesidad y su modulaciéon con fructanos

En los ultimos anos se ha observado que el tipo de microbiota presente en el colon
del individuo lo puede llevar al desarrollo de masa grasa. Un estudio muy interesante
es el realizado por Béckhed et al. [138] en el cudl demuestran que la microbiota jue-
ga un papel clave en el desarrollo de masa grasa. En esta investigacion utilizaron 3
diferentes ratones (axénicos, con microbiota convencional y ratones axénicos inocu-

lados con microbiota convencional). Los autores observaron que los ratones axénicos
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consumieron una mayor cantidad de alimento, pero presentaban un menor porcen-
taje de grasa corporal. Por el contrario, los ratones con microbiota, consumen una

menor cantidad de alimento, pero tienen una mayor cantidad de grasa (Figura 1.15).
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Figura 1.15: Influencia de la microbiota intestinal sobre la ingesta de alimento y el desa-
rrollo de masa grasa. A) Ingesta de alimento y B) Grasa epididimal presente
en los ratones axénicos (AX); ratones con microbiota convencional (MC) y
animales axénicos inoculados con microbiota convencional (AX+MC) [138].

Por lo tanto, los autores concluyen que el tipo de microbiota presente en el individuo
esta jugando un rol clave en el desarrollo de masa grasa. Por otra parte, Ley et al.
[139] analizaron ratones sanos y genéticamente obesos. Como era de esperarse, los
ratones obesos mostraron un incremento del 42 % en el consumo de alimento, asi
como en el peso corporal y grasa epididimal. Lo mas importante de este estudio
fue el resultado que obtuvieron después de analizar la microbiota presente en los
ratones sanos y genéticamente obesos. Determinando que los ratones obesos mues-
tran un incremento en la proporcién de Firmicutes y un decremento en el grupo de
Bacteroidetes (Figura 1.16).

Ademas de los cambios observados en la proporcién de Firmicutes y Bacteroidetes,
Turnbaugh et al. [140] observaron que la microbiota intestinal de ratones obesos
tiene la capacidad de extraer una mayor cantidad de energia de la dieta en forma de
SCFA, lo cual podria estar implicado en el desarrollo de obesidad en estos animales.
Los filos Firmicutes y Bacteroidetes son muy importantes, ya que comunmente son

los miembros més abundantes de la microbiota del ciego (representan aproximada-

36



1. Antecedentes

100
(2]
S
S 80 :
o
3 B Firmicutes
Q
w 60} .
o [0 Bacteroidetes
-]
o
g 40 +
S *
e 20¢f
o
o

Ratones sanos Ratones obesos

Figura 1.16: Modificacién de la relacién Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota del
ciego de ratones obesos con respecto a ratones sanos [139].

mente el 90 % de ésta), sin embargo, la proporcién de estos dos grupos de bacterias
puede cambiar con el tiempo o por diferentes factores tales como la edad, el medio
ambiente, pero lo que mas influye en su variacion, es el consumo de una dieta alta en
grasa; por lo que, el incremento en la relacién de Firmicutes/Bacteroidetes (al menos
en ratones), ha sido considerado como un biomarcador de obesidad [87, 139, 141].

Por otra parte, estudios previos demuestran que los fructanos tipo inulina tienen
la capacidad de cambiar la microbiota intestinal del individuo(hacia una poblacién
més saludable), cuando éstos son incorporados en una dieta rica en grasa. Estudios
realizados en ratones alimentados con una dieta alta en grasa suplementada con este
prebidtico; muestran un incremento significativo en el ntimero de Bifidobacterium
spp- presentes en el ciego de los roedores, lo cudl se ha asociado con una reduccion
en los niveles de endotoxinas y una mejora en la funciéon de barrera de la mucosa,
con respecto a los animales que solo consumen la dieta alta en grasa sin suplementar
[133, 134]. Un estudio reciente, realizado por Everard et al. [70] demuestra que la in-
gesta por 8 semanas de una dieta alta en grasa suplementada con 10 % de fructanos
tipo inulina, cambia drasticamente la microbiota del ciego de los ratones. Un resul-
tado muy sobresaliente observado por los autores en este estudio, fue la disminucion
en la proporcién de Firmicutes/Bacteroidetes (como se mencioné anteriormente, un

incremento en la proporcién de estos dos filos bacterianos estd asociado con obesi-
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dad) en los ratones que consumieron la dieta suplementada con fructanos en relacién
a los animales que recibieron la dieta rica en grasa sin suplementar (Figura 1.17).
Interesantemente, los géneros Akkermansia y Bifidobacterium no se encontraron en
los animales que consumieron la dieta alta en grasa, sin embargo, estos dos géneros
de bacterias se enriquecieron en el ciego de los ratones que se alimentaron con la
dieta suplementada con fructanos. El enriquecimiento de Akkermansia y Bifidobac-
tertum con el suplemento de fructanos, es muy importante, debido a que algunos
miembros de estos dos géneros de bacterias han sido correlacionados con mejoras

metabdlicas en el hospedero [71, 72].

HFD HFD+inulina
I_ Bacteroidetes I Tenericutes
Il Cyanobacteria T™M7
M Deferribacteres Verrucomicrobia
B Firmicutes B Acidobacteria
B Proteobacteria B Actinobacteria

M Synergistetes

Figura 1.17: Cambios en la microbiota del ciego de ratones alimentados por 8 semanas
con una dieta alta en grasa (HFD) suplementada con 10 % de fructanos tipo
inulina [142].
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2. Justificacion

A través de los diferentes estudios realizados con fructanos de Agave, se ha observado
que éstos tienen la capacidad de incrementar la produccién de SCFA en el ciego y
colon de ratones, generando asi un impacto en la reduccién de los niveles de glucosa,
triglicéridos y colesterol en sangre de animales sanos. Ademas, los fructanos de
Agave también han mostrado tener un potencial en la modulacién de hormonas
involucradas en la regulacién del apetito, tales como grelina y GLP-1. Sin embargo,
hasta la fecha se desconoce cuales son los cambios producidos en la comunidad de
la microbiota intestinal después de la ingesta de fructanos de Agave, asi como la
modulacién de hormonas involucradas en la regulacion del apetito, en animales que
presentan problemas de sobrepeso. Por lo que, se considera importante realizar un
estudio integral, en el cual se analice el efecto de los fructanos de Agave sobre los
cambios poblacionales en la microbiota del ciego, los productos de fermentacion de
éstos y algunas de las hormonas involucradas en la regulacién del apetito, con la
finalidad de demostrar que los fructanos de Agave pudieran ser una alternativa de
carbohidratos funcionales que contribuyan al control de sobrepeso, asi como a los

desordenes metabdlicos asociados a este padecimiento.
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3. Hipotesis

Los fructanos de Agave tienen la capacidad de modificar las poblaciones bacterianas
en el ciego y colon de ratones con sobrepeso, cambiandola a una microbiota mas
saludable, con lo cual se espera un incremento en la produccion de SCFA y una

modulacion de las hormonas involucradas en la regulaciéon del apetito.
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4. Objetivo general

Evaluar el efecto del consumo de fructanos de Agave tequilana Weber var. azul

de cuatro anos de edad, sobre la microbiota del ciego de ratones con sobrepeso y

hormonas gastrointestinales involucradas en la regulacion del apetito.

4.1.

A)

Objetivos especificos

Caracterizar los fructanos de Agave tequilana Weber var. azul de cuatro anos

de edad.

Estudiar el efecto del consumo de fructanos sobre la ingesta de alimento, ga-
nancia de peso corporal, niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre

de los ratones.

Evaluar la microbiota del ciego de los ratones con sobrepeso y después del

consumo de fructanos.

Indagar el efecto de la ingesta de fructanos sobre las hormonas: grelina, GLP-1,

insulina y leptina.

Investigar si el consumo de fructanos modifica la produccion de SCFA y el pH

en el ciego y colon de los ratones.
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5. FEstrategia experimental

De forma global, el presente trabajo se dividié en dos fases experimentales (Figu-
ra 5.1); en la primer fase (A), se llevé a cabo la extraccién de los fructanos de
Agave de bajo DP, a partir de plantas de A. tequilana Weber var. azul de 4 anos
de edad. Los fructanos extraidos se cuantificaron mediante un metédo enziméati-
co/espectrofotométrico y se caracterizaron a través de las técnicas cromatogréficas:
TLC y HPAEC-PAD con el objetivo de obtener el pérfil cromatogréfico (DP) de
estos carbohidratos. En la segunda fase experimental (B), los fructanos de Agave de
bajo DP obtenidos previamente, se emplearon para realizar un estudio in vivo en
ratones con sobrepeso y analizar el efecto de la ingesta de estos prebidticos sobre
los efectos sistémicos (peso, glucosa, triglicéridos y colesterol), cambios en la micro-
biota del ciego, produccién de SCFA (acético, propiénico y butirico) y hormonas

involucradas en la regulacién del apetito (grelina, GLP-1, insulina y leptina).

5.1. Extraccion y purificacion de fructanos de Agave tequilana Weber

var. azul de bajo grado de polimerizacion

En el presente proyecto se utilizaron pinas de Agave tequilana Weber var. azul de 4
anos de edad, las cuales se caracterizan por poseer un alto contenido de fructanos con
un bajo DP (véase seccién 1.2.2.1). Las plantas de Agave fueron donadas por Casa
Cuervo S.A. de C.V. y los fructanos fueron extraidos y purificados en el laboratorio.
Brevemente, las pinas de Agave fueron cortadas en trozos de aproximadamente 10
x 3 cm, los cuales se colocaron en un extractor de jugos comercial. Al jugo obtenido
se le ajustd el pH a 7 empleando Ca(OH),, para evitar la hidrdlisis dcida de los

fructanos. Posteriormente, el jugo se sometié a un proceso de purificacién: primero
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5. Estrategia experimental

Plantas de A. tequilana Weber var. azul

(4 afios de edad)

Administracion de una dieta alta en grasa
a ratones C57BL/6 por 5 semanas

¥

¥

Extraccion de fructanos

F-=>

¥

Administracion de la dieta estandar y agua
suplementada (con 10% de fructanos) por 5 semanas

Caracterizacidn de los fructanos mediante:

¥

Cuantificacion

(Metddo enzimadtico/espectrofotométrico)

Cromatografia en capa fina

(TLC)

Cromatogrifia de intercambio
anionico de alta resolucion acoplada a
L] un detector de pulso amperométrico

(HPAEC-PAD)

Paramétros analizados en los ratones:

Efectos sistémicos
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* Glucosa

* Triglicéridos
« Colesterol
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¢ Acético
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Hormonas gastrointestinales
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* GLP-1
* Insulina
* Leptina

Figura 5.1: Esquema general de trabajo.

se calenté a 80-85 °C por 30 min en un bafio de agua con agitacion continia para

inactivar las enzimas hidroliticas y saponinas presentes en éste [143, 144]; en seguida,

se centrifugd a 10,000 xg por 10 min. El sedimiento formado fue desechado y a la

fase acuosa se le agregd 1 % (peso/volumen) de tierra de diatomeas y posteriormente

de carbon activado, con la finalidad de remover las impurezas orgdnicas y colorantes

suspendidos en el jugo [36, 145]. La tierra de diatomeas y el carbén activado fueron

retirados del jugo mediante centrifugacion a 10,000 g por 10 min. Por tltimo, el jugo

de Agave fue filtrado bajo vacio, usando una membrana de nylon con un tamano de

poro de 0.20 um para posteriormente ser liofilizado (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Proceso empleado para la obtencién y purificacién de los fructanos de Agave
tequilana Weber var. azul.

5.1.1. Andlisis de proteinas, saponinas y presencia de bacterias

La concentracién de proteinas se determiné en el jugo de Agave antes y después
de ser sometido al proceso de purificacion, con el objetivo de confirmar la pureza
de los fructanos de Agave obtenidos. La cuantificacién de proteinas se llevo a cabo
mediante el método de Bradford [146] utilizando el kit (protein assay; Bio-Rad) 'y
albimina de suero bovino (BSA) como proteina estdndar, siguiendo las especifica-
ciones del proveedor. Brevemente, en una microplaca se colocaron 10 pL de jugo de

Agave (purificado y sin purificar) y se anadieron 150 pL de agua destilada estéril,
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en seguida se agregaron 40 uL del reactivo de Bradford e incub¢6 a temperatura am-
biente por 5 min. Al término de este tiempo, se ley6 la absorbancia de las muestras
en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.

Por otra parte, la presencia de saponinas en extractos de plantas se indica facil-
mente por su capacidad de formar espumas estables en solucién acuosa [137, 147];
motivo por el cual, se evalué la capacidad del jugo de Agave para formar espuma.
Brevemente, 25 ml del jugo de Agave (antes y después del proceso de purificacion)
se colocaron en frascos, los cuales fueron agitados por 1 min empleando un equipo
vortex. Los frascos permanecieron en reposo por 15 min y enseguida se analizé la
cantidad (altura) de la espuma que se formé.

Por ultimo, la presencia de bacterias en el jugo de Agave (previo y posterior al
proceso de purificacién), se determiné evaluando el crecimiento de éstas en medio
Luria-Bertani (LB; el cual es uno de los mas usados para el cultivo de bacterias,
debido a que permite el crecimiento de una gran variedad de cepas). De forma bre-
ve, se tomaron 200 uL del jugo de Agave y se colocaron en la caja petri con medio
LB sélido, se incub6 a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se analizé la presencia de

bacterias en cada una de las cajas petri.

5.1.2. Caracterizacion de los fructanos extraidos de plantas de Agave

tequilana Weber var. azul de 4 anos de edad

5.1.2.1. Cuantificacion de fructanos (andlisis enzimdtico/ espectrofo-

tométrico)

Los fructanos de bajo DP obtenidos a partir de las pinas de Agave tequilana Weber
var. azul de 4 anos de edad, fueron cuantificados empleando el kit (Fructan Assay
Procedure; Megazyme), siguiendo las especificaciones del proveedor. Brevemente, 100
mg de fructanos liofilizados se agregaron a 50 ml de agua destilada e incubaron a
80 °C con agitacién constante por 15 min. Se tomaron 50 pL de la mezcla anterior
y se colocaron en un tubo cénico, al cual se adicionaron 50 pL de sacarasa e incubd
a 40 °C por 30 min (con el objetivo de hidrolizar a glucosa y fructosa, la sacarosa

existente en la muestra). Posteriormente, los monosacaridos presentes en la muestra
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se reducen a polioles mediante la adiciéon de 50 uL de borohidruro de s6dio (NaHBy;
10 mg/mL de NaHB, en NaOH 50 mM) e incubando a 40 °C por 30 min. El exceso
de NaBH, se eliminé con la adicion de 125 pli de dcido acético 200 mM. Esta solu-
cién fue denominada solucién S.

De la solucién S, se tomaron 25 pli los cuales se colocaron en un tubo cénico y se
agregaron 25 L de fructanasa (exo-inulinasa) e incubé a 40 °C por 20 min (en este
paso, los fructanos existentes en la muestra son hidrolizados a glucosa y fructosa).
Finalmente, para cuantificar los azicares reductores producidos, se adicionaron 1.25
mL de hidrazida del 4cido p-hidroxibenzoico (PAHBAH) y se incubd en bano de
agua hirviendo exactamente 6 min. Al término de este tiempo, la muestra se coloco
en agua fria (18-20 °C) por 5 min y posteriormente en una placa de 96 pozos para
leer su absorbancia en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 410 nm.
Por otra parte, el kit contiene los esténdares (D-fructosa, sacarosa y fructanos de da-
lia) para la validacién del metédo. De la solucién estandar de fructosa (1.5 mg/mL),
se tomaron 50 pL. y se adicionaron 225 pl. de buffer de acetato de sodio 100 mM;
50 pL de esta disolucién (la cual contiene 54.5 ug de fructosa) se trataron con PAH-
BAH de acuerdo al procedimiento previamente descrito y su valor de absorbancia
fue utilizado como un factor de conversion a ug (54.5 ug de fructosa/absorbancia de
54.5 pg de fructosa). La sacarosa y los fructanos de dalia fueron tratados como dos
muestras mas, de acuerdo al proceso descrito anteriormente.

El porcentaje de fructanos presente en las muestras, se calculé de la siguiente ma-

neras:

% Fructanos = Agx F 5%V % (0.275/0.05) * (100 /w) * (1/1000) % (162/180) (5.1)

Donde:

A4 = Absorbancia de la muestra leida contra el blanco

F = Factor de conversién de absorbancia de fructosa a ug de fructosa (54.5 pg de
frucosta/absorbancia de 54.5 ug de fructosa)

5 = Factor de conversion de 0.05 mL analizados a 0.25 mL
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V' = Volumen de agua destilada empleada para disolver los fructanos (50 mL)
(0.275/0.05) = Considera que se tomaron 0.05 ml de 0.275 ml de la solucién S

w = Peso de la muestra (mg)

(100/w) = Factor para expresar los fructanos como porcentaje de peso seco
(1/1000) = Factor de conversion de pg a mg

(162/180) = Factor de conversién de fructosa libre (como es determinada) a fructosa

anhidra (como se encuentra en los fructanos)

5.1.3. Cromatografia en capa fina (TLC)

Se preparé una solucién de fructanos de Agave a una concentracién de 40 mg/mL. Se
aplicé 1 puL de esta solucién en una placa de silica gel con soporte de aluminio (10x10
cm). La placa se colocé dentro de una cdmara para TLC, conteniendo una mezcla
de propanol, agua y butanol (12:4:3 v/v respectivamente) la cual fue empleada
como fase mévil [148]. Finalmente, la placa se asperjé con una solucién reveladora
(difenilamina-anilina-acido ortofosférico) y posteriormente se calenté a 100 °C por

3 min, para llevar a cabo la identificacién de los fructanos [149].

5.1.4. Cromatografia de intercambio anionico de alta resolucion aco-

plada a un detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD)

Los fructanos extraidos de las pinas de Agave de 4 anos de edad fueron analizados
por HPAEC-PAD utilizando un cromatégrafo de iones (Dionex [CS-3000). De for-
ma breve, 0.05 g de fructanos de Agave se anadieron a 100 mL de agua miliQ seguido
de filtracién a través de una membrana de nitrocelulosa (0.22 pm GSWP; Millipo-
re) y sonicado por 10 min. Se tomaron 5 mL de esta solucién y se colocaron en un
vial del HPAEC-PAD (el equipo realiz6 una inyeccién automatica de unicamente 25
pL). La separacién de las muestras se realizé en la columna analitica (CarboPac-
PA100; Dionez) a una temperatura de 25 °C y un flujo de 0.8 mL/min. El sistema
de elucion utilizado consistié de NaOH (0.5 M), CH3COONa (1M) y agua miliQ,
empleando diferentes gradientes de estos eluentes como se muestra en la Tabla 5.1

(con la finalidad de facilicitar la separacién de los fructanos de Agave). El tiempo
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de corrida para cada muestra fue de 85 min y la identificacién de los carbohidratos
se realizé mediante estdndares (glucosa, fructosa y sacarosa; Sigma) o empleando

fructanos tipo inulina, para los cuales ya se tiene identificado el patréon de elucion.

Tabla 5.1: Sistema de elucién empleado para el andlisis de fructanos de Agave mediante
HPAEC-PAD.

Tiempo Flujo NaOH (0.5M) CH3;COONa (1M) H,0

(min)  (ml/min) (%) (%) (%)

1 0.8 20 0 80
10 0.8 50 50 50
25 0.8 50 10 40
40 0.8 50 20 30
65 0.8 50 30 20
75 0.8 50 40 10
80 0.8 50 50 0
85 0.8 50 50 0

5.2. Estudio in vivo del efecto del consumo de fructanos de Agave de

bajo grado de polimerizacion en ratones con sobrepeso

Para llevar a cabo el estudio in wvivo del presente proyecto, se eligieron ratones
de la linea C57BL/6 debido a que estos animales son susceptibles al desarrollo de
sobrepeso y obesidad mediante el consumo de una dieta alta en grasa. Cuarenta y
dos ratones machos (12 semanas de edad al inicio del experimento) del bioterio de la
Universidad Metropolitana de México (UAM), fueron alojados en jaulas individuales
en un cuarto con un ambiente controlado (temperatura: 18-26 °C, humedad relativa:
40-70 % y ciclos de luz-oscuridad de 12 h). Los animales fueron sometidos a dos
etapas experimentales, la primera para ganar peso y la segunda para perderlo (Figura
5.3). En la primer etapa del experimento, los ratones fueron alimentados con una
dieta estandar (ST, n=12; 5053 Lab Diet) o alta en grasa (HF, n=30; 58Y1 Test
Diet) por 5 semanas con el objetivo de inducir sobrepeso en los animales [150].

En la segunda etapa experimental, los ratones control continuaron alimentandose
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Ratones macho de la linea C57BL/6 (12 semanas de edad)

n=42
St Primera etapa
a7 Ta
ST R HF . Tratamiento por
Ratones alimentados Ratones alimentados con dieta alta en grasa 5 semanas
con dieta estandar
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fructanos de Agave fructanos de achicoria
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Pardmetros evaluados en los ratones:
Efectos sistémicos, microbiota del ciego, dcidos grasos de cadena corta y hormonas gastrointestinales

Figura 5.3: Esquema del disefio experimental utilizado para realizar el estudio in vivo
del efecto de los fructanos de Agave tequilana Weber var. azul en ratones con
sobrepeso.

con la dieta estdndar (ST-ST; n=8), pero los ratones con sobrepeso fueron dividi-
dos en tres nuevos grupos y cambiaron su dieta a la dieta estdndar (HF-ST; n=8)
suplementada con 10% de fructanos de Agave (HF-ST+A; n=8) o achicoria (HF-
ST+0O; n=8) por 5 semanas més. El agua y el alimento fueron provistos de manera
ad libitum a lo largo de todo el experimento. La dieta estandar contenia 62.4 %
calorias provenientes de carbohidratos (almidén), 24.5 % de proteinas y 13.1% de
grasa; mientras que la dieta alta en grasa contenia 20.3% de calorias provenientes
de carbohidratos (16.15 % maltodextrina, 8.85 % sacarosa y 6.46 % de celulosa en
polvo), 18.1 % de proteinas y 61.6 % de grasa. Todos los experimentos fueron reali-
zados de acuerdo con los lineamientos del comité institucional de cuidado y uso de
animales de experimentacién (CICUAL, CINVESTAV-México; protocolo nimero:
0091-14) y bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio). Cada

ratén recibié 0.38 g de fructanos (Agave o achicoria) por dia [70, 71], disueltos en 5
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mL de agua (promedio de agua consumida por ratén/dia).

5.2.1. Ingesta de alimento y evolucion del peso corporal de los ratones

El peso corporal de los ratones fue registrado de manera semanal a lo largo del expe-
rimento. La ingesta de alimento fue monitoreada diariamente, el consumo promedio
de energia por dia (kJ/d) fue obtenido mediante la multiplicacién de la ingesta de
alimento (g) por el valor de energia de la dieta (kJ/g). El valor de energia para la
dieta estandar fue de 14.28 kJ/g, para la dieta alta en grasa de 21.35 kJ/g y para

el suplemento con fructanos de Agave o achicoria de 13.99 kJ/g.

5.2.2. Andlisis de la concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol

en sangre

El andlisis de la concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol se realizo en san-
gre de la cola de los ratones al término de la primer y segunda etapa experimental
(5 y 10 semanas respectivamente). La muestra de sangre fue tomada en estado post-
pandrial de los animales. La concentracion de glucosa se determiné inmediatamente
después de la toma de sangre, empleando un glucémetro (SD Check Gold). Por otra
parte, la muestra de sangre empleada para la determinacion de triglicéridos y co-
lesterol, se colecté en tubos con heparina (0.2 mL/mL de sangre) y se centrifugé a
1,600 g por 15 min. El plasma obtenido se almacené a -70 °C hasta su analisis. La
cuantificacién de triglicéridos se llevé a cabo empleando el kit (trigliceryde quan-
titation; Biovision), su principio es el siguiente, los triglicéridos son primeramente
hidrolizados mediante una lipoproteina lipasa para generar glicerol y écidos grasos.
El glicerol es oxidado por una glicerol fosfato oxidasa obteniéndose dihidroxiacetona
fosfato y peroxido de hidrégeno. La peroxidasa cataliza el acoplamiento del peréxido
de hidrégeno con 4-aminoantipirina y sodio N-etil-N-3 sulfopropil m-anisidina (ES-
PA) para producir una quinoneimina. El color rosa producido por la quinoneimina
se ley6 a 570 nm, el incremento del color es directamente proporcional a la concen-
tracion de triglicéridos presentes en la muestra.

Mientras que, la concentracion de colesterol total en el plasma sanguineo de los
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ratones, se determiné utilizando el kit (Cholesterol/Cholestery Ester Quantitation;
BioVision), su principio es el siguiente, la colesterol esterasa hidroliza a los ésteres
de colesterol a colesterol, el cual es oxidado por la colesterol oxidasa para producir
peréxido de hidrogeno. La produccién de perdxido de hidrégeno interactia con re-
sorufin, para dar una coloracién rosada. La intensidad del color rosa (la cual se ley6
a una longitud de onda de 570 nm) es proporcional a la concentracién de colesterol

total presente en la muestra.

5.2.3. Andlisis de la microbiota del ciego de los ratones
5.2.3.1. Extraccion de ADN genomico

El analisis de la microbiota se realizé en el contenido del ciego de los ratones, colecta-
do antes y después del suplemento con fructanos (5 y 10 semanas respectivamente).
Después del sacrificio de los ratones, el ciego se disecté y el contenido de éste se
congel6 inmediatamente empleando nitrégeno. Posteriormente se almaceno a -70 °C
hasta su uso. La extraccién del ADN genémico del contenido del ciego se realizo
mediante el kit (ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep) siguiendo las instrucciones

del proveedor; el ADN obtenido se almaceno a -20 °C hasta su analisis.

5.2.3.2. Amplificacion de la region V) del gen 16S ARNr

Para analizar la composicion de la microbiota del ciego de los ratones, se llevo a
cabo la amplificacion de la region V4 del gen bacterial 16S ARNr empleando los
iniciadores (F515/R806) [75]. Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado en
un volumen final de 25 L, utilizando 5 pulL del iniciador directo y reverso, 2 ul. de
ADN como templado y la mezcla (HotMasterMiz; 5 PRIME) 1X. El ciclo termal
para las reacciones de PCR consistio de una temperatura inicial de desnaturalizaciéon
a 94 °C por 3 min seguido por 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 45 seg,
alineamiento a 50 °C por 1 min y extension a 72 °C por 90 seg; con una extension

final de 10 min a 72 °C.
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5.2.3.3. Cuantificacion, mezclado y secuenciacion de los amplicones

La concentraciéon de ADN para cada amplicon se determié empleando el kit (Quant-
iT PicoGreen dsDNA; Invitrogen) siguiendo las especificaciones del proveedor. Los
ensayos fueron realizados en una microplaca de 96 pozos, empleando 2 pl de los
productos de PCR en un volumen final de reaccién de 200 pL. La fluorescencia fue
medida en el plato de lectura del equipo (BioTek Synergy HT) utilizando el par de
filtros 480/520 nm (exitacién/emisién). Posteriormente, los amplicones limpios se
mezclaron en proporciones equimolares dentro de un solo tubo. La concentracion
final de la mezcla de amplicones (ADN) se evalué mediante el ensayo de alta sensi-
bilidad Qubit (dsDNA; LifeTechnologies). La secuenciacién de las muestras se llevé

a cabo en la plataforma Illumina MiSeq en la Universidad de Nueva York.

5.2.3.4. Andlisis de las secuencias

Las secuencias fueron procesadas y analizadas empleando el programa QIIME ( Quan-
titative Insights Into Microbial Ecology) siguiendo el protocolo descrito por Caporaso
et al. [76]. Brevemente, las secuencias fueron removidas del anélisis si: a) Eran me-
nores a 200 nucléotidos o mayores a 350 nucléotidos de longitud; b) Mostraban un
puntaje de calidad menor a 20; ¢) Contenian caracteres ambiguos o no contenian la
secuencia del iniciador. Las secuencias restantes se asignaron a las muestras median-
te los 12 nucledtidos contenidos en la etiqueta (barcode) del iniciador reverso. Las
secuencias similares fueron agrupadas dentro de unidades taxonémicas operaciona-
les (OTUs) empleando el método de referencia abierta de QIIME. Las asignaciones
taxonomicas para cada OTU se llevo a cabo empleando la base de datos de Green-
genes (liberada en mayo del 2013) con una identidad minima del 97 %. Finalmente,
los OTUs fueron usados para generar las graficas de las abundancias relativas y para
calcular las diversidades alfa y beta de cada comunidad microbiana (la diversidad
alfa se refiere a la diversidad dentro de cada muestra y la diversidad beta a los

patrones de similitud y diferencias entre las muestras).

52



5. Estrategia experimental

5.2.3.5. Fvaluacion de las taxas enriquecidas mediante el andlisis lineal

discriminante por efecto de tamano (LEfSe)

La deteccion de cambios significativos en la abundancia relativa de las taxas mi-
crobianas entre los ratones con sobrepeso alimentados con la dieta estandar y los
que recibieron el suplemento de fructanos, se evalué empleando el programa LEf-
Se [151]. Brevemente, LEfSe es un algoritmo que se aplica a un conjunto de datos
obtenidos de la secuenciacion del gen 16S ARNr para detectar organismos bacteria-
nos que son diferencialmente abundantes entre dos o mas ambientes microbianos.
El programa LEfSe primero identifica las caracteristicas que son significativamente
diferentes entre los diferentes tratamientos, empleando el analisis factorial no pa-
ramétrico Kruskal-Wallis (KW ran-sum y posteriormente realiza un andlisis lineal
discriminante (LDA) para estimar el efecto de cada caracteristica diferencialmente

abundante.

5.2.4. pH y dcidos grasos de cadena corta en el contenido del ciego y

colon de los ratones

Después del sacrificio de los ratones, el ciego y el colon de los animales se disectaron
inmediatamente. El contenido del ciego y colon (el cual se secciond en proximal,
medio y distal) se colocé en tubos conicos y se congel6 inmediatamente con nitrégeno
liquido para posteriormente ser almacenado a -70 °C. El pH del contenido colénico
se determiné mediante un microelectrodo (PHR-146; Lazar Research Laboratories
Inc.). El anédlisis de los SCFA se llev6 a cabo en un cromatégrafo de gases acoplado
a un detector de ionizacion de flama (GC-FID) siguiendo el protocolo de Femia et
al. [152] con algunas modificaciones. De forma breve, se pesaron 0.05 g de contenido
colénico al cual se adicionaron 0.3 mL de agua miliQQ y 0.05 mL de HyS0O,. Para la
extraccién de los SCFA se anadieron 0.6 mL de dietiléter a la mezcla anterior, se
agito vigorosamente en un equipo vortex y se centrifugd a 10,000 xg por 30 seg. Se
tomo 1 pl de la fase orgédnica e inyectd directamente dentro de la columna capilar

Nukol (30 m x 0.32 mm; Supelco). La temperatura inicial de la columna fue de 80 °C,
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la cual se incrementé de forma gradual (15 °C/min) hasta alcanzar 120 °C con una
pausa de 10 min; seguido de un aumento gradual (10 °C/min) hasta llegar a 200 °C.
La temperatura del inyector y detector fueron 180 °C y 230 °C, respectivamente. Se
utilizo nitrogéno como gas acarreador y la identificacion y cuantificacién de cada uno
de los SCFA se realizé mediante los tiempos de retencién y las curvas de calibracién

realizadas para cada acido.

5.2.5. Andlisis de las hormonas grelina, GLP-1, insulina y leptina

Al final de la segunda etapa experimental (después de la ingesta de fructanos), los
ratones fueron anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sédico (60 mg/Kg de peso corporal) e inmediatamente, se colecté sangre de la vena
porta del animal en tubos cénicos con inhibidor de dipeptidil peptidasa IV (DPPIV);
la mezcla se centrifugd a 1,600 g por 15 min a 4 °C. El plasma obtenido fue almace-
nado a -70 °C hasta su uso en la determinacion de hormonas. La cuantificacion de las
hormonas grelina, GLP-1, insulina y leptina se realizé utilizando el kit Mouse Dia-
betes Standard Bio-Plex (Bio-Plex Pro Assay; Bio-Rad) y el equipo Bioplex magpiz.
Este kit presenta una enorme ventaja, ya que permite la deteccion simultdnea de
multiples analitos empleando tnicamente 1 pL de plasma. Esta tecnologia consta
de tres elementos bdsicos: 1) Microesferas marcadas fluorescentemente, esto permi-
te la deteccién simulténea de hasta 50 analitos por muestra; 2) Un dispositivo de
imégenes acoplado a diodos emisores de luz, para determinar los distintos analitos
anclados a la superficie de las microesferas; y 3) Un procesador digital de senales de
alta velocidad que controla los datos de la fluorescencia. Los ensayos Bio-Plex son
esencialmente inmunoensayos realizados con microesfereas magnéticas, el principio
de la técnica es similar al ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) tipo sand-
wich, donde el anticuerpo de captura (dirigido contra el biomarcador deseado) se
acopla covalentemente a las microesferas. Las microesferas acopladas reaccionan con
la muestra que contiene el biomarcador de interés. Después de una serie de lavados,
para eliminar la proteina no unida, se anade un anticuerpo de deteccién biotinila-

do, para formar un complejo tipo sandwich alrededor del biomarcador de interés
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(Figura 5.4). El complejo de deteccién final, se forma con la adicién del conjugado
estreptavidina-ficoeritrina, en donde la ficoeritrina es un indicador fluorescente. La
intensidad de la fluorescencia indica la cantidad relativa del biomarcador de interés
presente en la muestra. La concentracion de las hormonas grelina, GLP-1, insulina

y leptina en el plasma, se realizé a partir de curvas de calibracién para cada hormona.

Biomarcador
de interés

+ Estreptavidina
Microesfera magnética Ficoeritrina

. . indicador fluorescente;
Anticuerpo Anticuerpo de ( )

de captura deteccion biotinilado

Figura 5.4: Inmunoensayos utilizando microesferas magnéticas (Bio-Plex) para la cuanti-
ficacion de las hormonas grelina, GLP-1, insulina y leptina.
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6.1. Extraccion y purificacion de los fructanos de Agave tequilana We-

ber var. azul de bajo grado de polimerizacion

En el presente trabajo se utilizé un extractor comercial de jugos para la obtencion de
fructanos de Agave a partir del jugo derivado de la pina. Este metddo de extraccion
difiere del que comtnmente se usa a nivel laboratorio o industrial, el cual emplea
agua caliente para extraer los fructanos de la pina de Agave [32-36]. Sin embargo,
como se mencion6 en la seccién 1.2.3, la adicién de agua al proceso de extraccién (a
nivel laboratorio) aumenta considerablemente el tiempo que se requiere para tener
el producto final (fructanos en polvo). El procedimiento que se llevé a cabo para
la obtencién de fructanos (véase seccién 5.1), consta de dos etapas principales: 1)
Obtencion del jugo de pinas de A. tequilana Weber var. azul de 4 afios de edad y
2) Purificacién de los fructanos de Agave. El cambio de pH del jugo extraido de la
pina de Agave de dcido (5.3 £ 0.1) a neutro (7.0 £ 0.1), (dentro de la primer etapa
del proceso de obtencién de fructanos), es un paso crucial, ya que ademads de evitar
la hidrélisis de los fructanos, incrementa la recuperacién de éstos. Gupta et al. [31]
muestran que la recuperacién de fructanos tipo inulina se ve afectada hasta un 35 %,
cuando el pH de la solucién disminuye de 7 a 6. Por otra parte, la segunda etapa
del proceso comprende cinco pasos, los cuales se establecieron tomando en cuenta
reportes previos, como el de Michel-Cuello et al. [144] quienes mediante calor (80-85
°C) degradaron las saponinas presentes en el jugo de Agave salmiana, mientras que
Gustav J.N. [152] llevé a cabo la remocién de saponinas presentes en el jugo obtenido
de hojas o pinia de Agave usando tierra de diatomeas, seguido de carbén activado con

la finalidad de retirar las saponinas remanentes. Otros trabajos también emplean la
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6. Resultados y discusion

tierra de diatomeas seguido de carbén activado con el objetivo de retirar impurezas
orgéanicas, proteinas, pigmentos y coloides supendidos en los extractos de Agave
[36, 145, 153]. El proceso aqui planteado, es sencillo, econémico y lo més importante,
reduce considerablemente el tiempo para la obtencion de los fructanos con respecto
a las metodologias usadas previamente en nuestro laboratorio. Por otra parte, el
rendimiento obtenido con este procedimiento fue de 125.9 4+ 1.08 g de carbohidratos
por cada kilogramo de pina fresca procesada, siendo este rendimiento mayor en un
39 % al reportado previamente por Arrizon et al. [32], quienes obtuvieron 90.4 +
0.94 g de carbohidratos por cada kilogramo de pina en base hiimeda, para plantas de

A. tequilana de 4 anos de edad, mediante el proceso de extracciéon con agua caliente.

6.1.1. Remocion de proteinas, saponinas y bacterias del jugo de Agave

El andlisis de proteinas, saponinas y bacterias en el jugo de Agave, se llevé a ca-
bo antes y después del proceso de purificacion (véase la Figura 5.2; seccién 5.1),
con el objetivo de confirmar la pureza de los fructanos obtenidos. La concentra-
cién de proteinas en el jugo de Agave antes del procedimiento de purificacién, fue

de 0.0045 mg/mL de jugo, después de éste, la concentracion fue de cero (Figura 6.1).

A) Antes B) Después

Figura 6.1: Anélisis del contenido de proteinas en el jugo de Agave antes y después del
proceso de purificacién.

Por otra parte, la presencia de saponinas se evalud a través de la capacidad que
presentd el jugo de Agave, para la formacién de espuma estable [137, 147]. La for-

macién de espuma se redujé de manera considerable debido a que el calentamiento
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(80-85 °C) degrad6 una gran cantidad de saponinas y mediante la adicién de tierra
de diatomeas y carbon activado, se realizo la remocién de éstas del jugo de Agave.
Esto se puede apreciar en la Figura 6.2, donde previo a este procedimiento, cuando
hay presente una gran cantidad de saponinas, se observa que éstas producen una
columna de espuma alta, constituida por burbujas de didmetro muy pequeno (véase
la interface entre el liquido y la espuma). Al degradar y remover las saponinas (con
el calentamiento del jugo, la adicién de tierra de diatomeas y carbén activado), la
columna de espuma se reduce y el tamano de la burbuja se incrementa. Asari &
Hormozi [154] mostraron que la presencia de surfactantes (por ejemplo, saponinas
[155, 156]) tienen una profunda influencia sobre el tamafio de la burbuja. Niveles
bajos de estas sustancias producen burbujas de tamano grande, mientras que altas
concentraciones forman burbujas de tamano muy fino. Por lo que, debido al incre-
mento drastico en el tamano de las burbujas observado en el jugo de Agave después
del proceso de purificacién, implica una disminucion importante en la concentracion

de saponinas.

A) Antes B) Después

Figura 6.2: Anélisis de saponinas en el jugo de Agave antes y después del proceso de
purificacién.

Por otra parte, el ultimo paso del proceso de purificacion previo al secado, implico
el uso de una membrana de nylon (0.2 um) para retirar las bacterias presentes en

el jugo de Agave mediante filtracion. Para demostrar que hubd una remocién de
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bacterias del jugo de Agave, se plaque6 una alicuota de éste (antes y después de ser
filtrado) en cajas petri con medio Luria-Bertani (LB). En la Figura 6.3 se puede
observar, que las bacterias presentes en el jugo de Agave fueron removidas en su
totalidad después de la etapa de filtracion. Estos andlisis confirman que los fructa-
nos de Agave de bajo DP derivados de la extraccién del jugo de la pina de Agave

presentan una alta pureza.

A) Antes B) Después

Figura 6.3: Andlisis de la remocién de bacterias en el jugo de Agave antes y después del
proceso de purificacién.

6.1.2. Caracterizacion de los fructanos de Agave tequilana Weber var.

azul de 4 anos de edad

Como se explico en la seccion 1.2.4, debido a la complejidad que presentan los fruc-
tanos de Agave, es necesario emplear una combinacion de técnicas para realizar una
caracterizacion completa de estos carbohidratos. En el presente trabajo, se utilizaron
técnicas cualitativas y cuantitativas, T'LC, andlisis enzimatico/espectrofotométrico
y HPAEC-PAD, con el objetivo de caracterizar los fructanos obtenidos a partir de
plantas de A. tequilana de 4 anos de edad.
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6.1.2.1. Pureza de los fructanos extraidos de plantas de Agave tequila-

na Weber var. azul de 4 anos de edad

Como previamente se reporto, las plantas de Agave almacenan fructanos como su
principal fuente de carbohidratos, sin embargo, también acumulan glucosa, fructo-
sa y sacarosa aunque en una menor concentracién [17, 30]. Después de realizar la
extraccion de carbohidratos de las pinas de A. tequilana Weber var. azul, mediante
el procedimiento descrito en la seccién 5.1, se calculé el contenido de fructanos en
peso seco mediante HPAEC-PAD, siendo éste de 96.6 %. Mientras que el porcentaje
de glucosa, fructosa y sacarosa fue solo del 3.4 %. Estos resultados coinciden con
los publicados por Arrizon et al. [32], quienes mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC') obtuvieron un 97 % de fructanos y tnicamente 3 % de
glucosa, fructosa y sacarosa para plantas de A. tequilana de 4 anos de edad.

Por otra parte, el porcentaje de fructanos que se obtuvé empleando el metdédo en-
zimatico fue de 82 %. Esta enorme diferencia en el porcentaje de fructanos derivado
del método enzimatico y el HPAEC), fue atribuida a que el metédo enzimético presen-
ta un error muy grande, debido a que no es especifico para fructanos tan complejos

y ramificados como los que poseen las plantas de Agave.

6.1.2.2. Complejidad estructural de los fructanos de Agave

Los fructanos de Agave extraidos de las pinas de A. tequilana Weber var. azul de
4 anos de edad, fueron analizados primeramente mediante TLC. A pesar de que
esta técnica es Unicamente cualitativa, es muy facil, econémica y rapida de realizar,
aporta informaciéon muy valiosa y semejante a sistemas cromatograficos de alta re-
solucién. En la Figura 6.4 se muestra el pérfil cromatografico de los fructanos de A.
tequilana, en la cual se observa que éstos presentan un pérfil distinto al exhibido por
los fructanos comerciales tipo inulina de bajo DP. Interesantemente, en la TLC' se
visualiza el fructano base de las agavinas (neo-kestosa), el cual se localiza unicamen-
te en la muestra de Agave (entre las manchas correspondientes a sacarosa y kestosa)

[17, 46]. Aunque, debido a la complejidad estructural de los fructanos de Agave (los
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cuales poseen ramificaciones, asi como varios isoméros dentro de un mismo DP), no
se obtuvd una buena separacion de éstos mediante T'LC, observandose unicamente
un barrido desde el punto de aplicacién de la muestra de Agave. Por otra parte,
la mancha en el punto de origen de la muestra de Agave, denota que los fructanos
extraidos de A. tequilana de 4 anos de edad son de un DP un poco més grande con
respecto a los fructanos tipo inulina. Finalmente, las manchas con mayor intensidad
que se observan en la TLC' para los fructanos tipo inulina, corresponden a fructanos
de la serie Fn (fructanos constituidos tinicamente por moléculas de fructosa), debi-
do a que estos carbohidratos son obtenidos a nivel industrial mediante la hidroélisis

enzimatica de fructanos lineales de mayor DP [157].

Glucosay
Fructosa — _
Sacarosa —» *
-
Neokestosa —» *

Kestosa —» . _
Nistosa —» . "

DP5 —

-

' g
] Fla

STD Inulina  Agave

Figura 6.4: Cromatografia en capa fina de los fructanos extraidos de plantas de Agave te-
quilana Weber var. azul de 4 anos de edad. STD: Estandares; Inulina: fructanos
tipo inulina de bajo DP.
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6.1.2.3. Grado de polimerizacion de los fructanos extraidos de plantas

de Agave tequilana Weber var. azul de 4 anos de edad

Mediante HPAEC-PAD se corroboré la complejidad de los fructanos de Agave te-
quilana, determinada previamente mediante T'LC. En la Figura 6.5 se puede ver que
el pérfil cromatografico de los fructanos de Agave obtenido mediante HPAFEC-PAD
es muy diferente al que exhiben los fructanos tipo inulina [17, 30, 32, 158]. Adema4s,
mediante esta herramienta analitica, se confirmé que los fructanos extraidos de las
plantas de A. tequilana de 4 anos de edad, son principalmente de bajo DP, co-
mo previamente reportaron Mellado-Mdjica & Lépez [30] y Arrizon et al. [32]. No
obstante, el rango del DP (3-15) que muestran estos prebiéticos es un poco mayor
en comparacién al rango (3-8) que exhiben los fructanos tipo inulina (Figura 6.5).
Ademads, como se aprecia en el cromatograma de Agave (Figura 6.5 A), estos car-
bohidratos contienen varios isoméros dentro de un mismo DP (los cuales aumentan
a medida que incrementa el DP del fructano; veanse los picos entre corchetes) [30].
No obstante, como se mencioné en la seccion 1.2.4, el HPAEC muestra una reduc-
cién en la sensibilidad del detector PAD en la separacién de fructanos con alto DP,
por lo que la eficiencia en la separacion de isémeros disminuye y en el cromatogra-
ma se comienzan a visualizar “montanas” conforme el DP del fructano de Agave
crece. Estos pérfiles cromatograficos son idénticos a los previamente publicados por
Mellado-Méjica & Lépez [30] y Arrizon et al. [32] para fructanos extraidos de plantas
de A. tequilana de 4 anos de edad. Por otra parte, el cromatograma que se obtuvo
para los fructanos tipo inulina (Figura 6.5 B) es el caracteristico para este tipo de
prebidticos, y confirma lo que previamente se mostréo mediante TLC'; que estos car-
bohidratos son de bajo DP y estan constituidos principalmente por dos isémeros,
fructanos de la serie GFn (fructanos que presentan una molécula de fructosa en su
estructura) y Fn (fructanos constituidos exclusivamente por moléculas de fructosa),
en donde la serie Fn es la mas abundante; ya que proceden de la hidrélisis enzimatica
de fructanos tipo inulina con mayor DP [157].

En Figura 6.5, también se presenta el porcentaje de fructanos, asi como el de carbohi-

dratos digeribles (glucosa, fructosa y sacarosa) contenidos en la muestra de Agave y
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fructanos tipo inulina. Interesantemente, ambos prebiéticos exhiben una pureza de
fructanos y un contenido de carbohidratos digeribles muy parecido, a pesar de que
se obtienen mediante procesos distintos (los fructanos de Agave fueron extraidos a
partir del jugo de la pina de esta planta, mientras que los tipo inulina los extraen

de achicoria empleando el procedimiento que involucra el uso de agua caliente) [157].

A) Fructanos de Agave

|
DP3

3.4 %
Carbohidratos digeribles

DP4

B) Fructanos tipo inulina
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Figura 6.5: Comparacion del pérfil cromatografico de los fructanos de Agave tequilana

Weber var. azul extraidos de plantas de 4 anos de edad y fructanos tipo inulina
de bajo grado de polimerizacion.
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6.2. Estudio in vivo del efecto del consumo de fructanos de Agave de

bajo grado de polimerizacion en ratones con sobrepeso

6.2.1. Efecto del consumo de una dieta alta en grasa
6.2.1.1. FEvolucion del peso corporal de los ratones

Durante la primer etapa del experimento, los ratones fueron alimentados con una
dieta estdndar (ST) o alta en grasa (HF) por 5 semanas, con el objetivo de inducir
sobrepeso en los animales. Como era de esperarse, el grupo HF incremento de forma
gradual y constante su peso corporal, por lo que al término de esta primer etapa
experimental, mostré una ganancia de peso significativa de ~30 % (alcanzando ni-
veles de sobrepeso [150]) comparado con el grupo ST (Figura 6.6). Estos resultados
coinciden con investigaciones previas, las cuales muestran que el consumo de una
dieta rica en grasa induce una mayor ganancia de peso corporal en relacién a una

dieta estdndar o baja en grasa [1, 87, 159, 160].

ST —=—HF

Peso corporal (g)

Tiempo (semanas)

Figura 6.6: Efecto del consumo de una dieta alta en grasa sobre el peso corporal de los ra-
tones. ST, dieta estandar; HF, dieta alta en grasa. Los resultados se presentan
como la media = EEM; las medias con diferente letra fueron estadisticamente
significativas (Prueba t de Student; P < 0.05).
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6.2.1.2. Concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre

El consumo de la dieta alta en grasa por 5 semanas, llevé a los ratones del grupo
HF a un incremento en la concentracién de glucosa (9 %), triglicéridos (79 %) y
colesterol (38 %) en la sangre de los animales (el aumento en estos parametros,
frecuentemente es asociado con el sindrome metabdélico) en comparacién a los ratones
control (ST), los cuales fueron alimentados con dieta estdandar (Tabla 6.1). Estos
resultados podrian estar asociados con un cambio en la microbiota de los ratones
del grupo HF, como previamente ha sido reportado [70, 138, 161]. Ademés, se conoce
que un cambio en la microbiota intestinal como resultado del consumo de una dieta
rica en grasas es clave para el desarrollo de obesidad, resistencia a la insulina y otras

caracteristicas del sindrome metabdlico [140, 162].

Tabla 6.1: Efecto de la ingesta de una dieta alta en grasa por cinco semanas sobre los
niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre de los ratones.

Grupo Glucosa (nM) Triglicéridos (nM) Colesterol (nM)

ST 6.80 + 0.05% 0.53 + 0.02° 1.77 + 0.17°
HF 7.43 + 0.07° 0.95 + 0.08° 2.44 + 0.14°

ST, dieta estandar; HF, dieta alta en grasa. Los resultados se presentan como
la media + EEM; las medias con diferente letra fueron estadisticamente
significativas (Prueba t de Student; P < 0.05).

6.2.1.3. Cambios en la microbiota del ciego de los ratones después del

consumo de la dieta alta en grasa

Los ratones con sobrepeso mostraron una pérdida substancial de la diversidad de la
microbiota del ciego en relacién a los ratones control (Figura 6.7 A). Por otra parte,
mediante un andlisis de coordenadas principales (PCoA), el cual es el resultado de
un analisis estadistico multivariante, se observé que la comunidad bacteriana de los
ratones con sobrepeso era distinta a la de los ratones control (Figura 6.7 B). Es-
tos cambios drasticos en la composicion y la pérdida de la diversidad microbiana,
derivados del consumo de una dieta alta en grasa, son consistentes con reportes pre-

vios [160, 163, 164]. Ademads, la presencia de disbiosis (desbalance en la composicién
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de la microbiota intestinal) asi como una diversidad microbiana reducida, ha sido

asociado con obesidad [139, 142, 165, 166].
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Figura 6.7: Efecto de la ingesta de una dieta alta en grasa sobre la microbiota del ciego de
ratones. A) Diversidad de la microbiota y B) Anélisis de coordenadas principa-
les (PCoA) de las comunidades microbianas del ciego de los ratones. ST, dieta
estandar; HF, dieta alta en grasa. Los resultados se presentan como la media
+ EEM; las medias con diferente letra fueron estadisticamente significativas
(Prueba t de Student; P < 0.05).

De manera general, la microbiota del ciego de los ratones fue dominada principal-
mente por 3 filos: Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria, aunque, también se
encontraron otros 5 filos (Tenericutes, Actinobacteria, Cyanobacteria, Defferribac-

teres y Verrucomicrobia) pero en mucha menor proporcién (Figura 6.8).
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Porcentaje relativo
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B Firmicutes B8 Actinobacteria = Deferribacteres
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Figura 6.8: Cambios en la abundancia relativa de los filos bacterianos presentes en la

microbiota del ciego de los ratones debido al consumo de una dieta alta en
grasa. ST, dieta estandar; HF, dieta alta en grasa.
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El consumo de la dieta alta en grasa incremento6 la abundancia relativa del filo Pro-
teobacteria (familias: Helicobacteraceae y Desulfovibrionaceae incluyendo el género
Bilophila) y disminuyé los filos Firmicutes (familias: Ruminococcaceae, Lactobaci-
llaceae, Erysipelotrichaceae, Lachnospiraceae y Dehalobacteriaceae incluyendo los
géneros Lactobacillus, Coprobacillus, Allobaculum, Roseburia y Dehalobacterium) y
Bacteroidetes (familias: S24_7 y Prevotellaceae incluyendo el género Prevotella; Fi-

gura 6.9).
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Figura 6.9: Variacién en la abundancia relativa de las principales taxas (>1%) presentes
en la microbiota del ciego de los ratones debido a la ingesta de una dieta alta
en grasa por cinco semanas. ST, dieta estandar; HF, dieta alta en grasa.

A pesar de que los ratones con sobrepeso, mostraron una disminucion significativa
de los filos Firmicutes y Bacteroidetes en relacién al grupo control (Figura 6.10); la
relacién Firmicutes/Bacteroidetes resulté ser mayor de manera significativa para los
ratones con sobrepeso con respecto al grupo control (1.78 vs 1.17; respectivamente).
El aumento en la relacién Firmicutes/Bacteroidetes que exhibieron los ratones con
sobrepeso, es muy importante, ya que ésta se considera un biomarcador de obesidad

[139-141].

67



6. Resultados y discusion
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Figura 6.10: Modificacién de la relacién Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota del cie-
go de los ratones debido al consumo de una dieta alta en grasa. A) Abundancia
relativa de Firmicutes; B) Abundancia relativa de Bacteroidetes; C) Relacion
Firmicutes/Bacteroidetes. ST, dieta estandar; HF, dieta alta en grasa. Los
resultados se presentan como la media + EEM; las medias con diferente letra
fueron estadisticamente significativas (Prueba t de Student; P < 0.05).

Como previamente se mostré, el consumo de la dieta alta en grasa por 5 semanas,
origind cambios drasticos en la microbiota del ciego de los ratones con sobrepe-
so. Sin embargo, los géneros de bacterias enriquecidos de manera significativa bajo
la dieta alta en grasa fueron: Bilophila, Parabacteroides, Ruminococcus, Mucispiri-
llum y Lactococcus (Figura 6.11). En esta misma figura, se muestra que los géneros
Lactobacillus, Prevotella, Coprobacillus, Sutterella, Allobaculum, Dehalobacterium,
Roseburia y Anaeroplasma disminuyeron de manera significativa con el consumo de
la dieta alta en grasa. El tamano de las barras en la Figura 6.11, estima el efecto de
cada género diferencialmente abundante; es decir, en el presente estudio, el incre-

mento del género Bilophila y la disminuciéon de los géneros Lactobacillus y Prevotella
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son las taxas bacterianas que inducen el mayor efecto en los ratones con sobrepeso.
Interesantemente, algunos de los géneros que disminuyeron de manera significativa
con el consumo de la dieta alta en grasa (Lactobacillus, Allobaculum y Roseburia)
se consideran benéficos para la salud del hospedero [141, 167-169]; mientras que,
algunas especies del género Bilophila (el cual se enriquecié de manera significativa
con la ingesta de la dieta rica en grasa), son patdgenos oportunistas que han sido

asociados a enfermedades inflamatorias del intestino (por ejemplo: B. wadsworthia

170]).
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Figura 6.11: Anélisis lineal discriminante mostrando los géneros de bacterias diferencial-
mente abundantes entre los ratones que fueron alimentados con la dieta
estandar (ST) y los que recibieron la dieta alta en grasa (HF) por 5 semanas.

6.2.1.4. pH y dcidos grasos de cadena corta en contenido del ciego

Los ratones con sobrepeso mostraron una reduccion significativa en la concentra-
cién de los SCFA y por lo tanto, también presentaron un aumento significativo en
el pH del contenido colénico, con respecto a los ratones control (Tabla 6.2). Estos
resultados fueron asociados con los cambios drasticos en la microbiota del ciego de
los ratones con sobrepeso, lo cual es consistente con la alteracién en la actividad

metabdlica microbiana como previamente ha sido reportado [171].
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Tabla 6.2: Efecto de la ingesta de una dieta alta en grasa sobre la concentracion de acidos
grasos de cadena corta y pH del contenido del ciego de los ratones.

Grupo pH Acido acético Acido propiénico Acido butirico
ST 7.60 £ 0.12%  15.13 4+ 0.92¢ 3.85 + 0.20¢ 4.54 + 0.33%
HF 818 £0.06°  5.43 £ 0.65° 1.96 4 0.11° 1.72 + 0.09°

ST, dieta estandar; HF, dieta alta en grasa. La concentracién del dcido acético, propionico
y butirico son pumoles/g de peso fresco. Los resultados se presentan como la media + EEM;
las medias con diferente letra fueron estadisticamente significativas (Prueba t de Student; P
< 0.05).

6.2.2. Efecto del cambio de dieta y la suplementacion con fructanos de

Agave en los ratones con sobrepeso

6.2.2.1. Ingesta de alimento y disminucion del peso corporal de los

ratones

Al inicio de la segunda etapa experimental (después del consumo de la dieta alta en
grasa por 5 semanas), los ratones con sobrepeso se cambiaron a la dieta estandar
(HF-ST), suplementada con fructanos de Agave (HF-ST+A) o inulina (HF-ST+0),
la cual consumieron por 5 semanas mas; mientras que, el grupo control permanecié
en la dieta estdndar (ST-ST). Al término de la segunda etapa experimental (des-
pués del cambio de dieta y el consumo de fructanos), se observé que los ratones que
recibieron las dietas suplementadas con fructanos (HF-ST4+A y HF-ST+O) dismi-
nuyeron la ingesta de alimento de forma significativa con respecto a los animales

que se alimentaron con la dieta estandar (HF-ST y ST-ST; Figura 6.12).

El cambio de dieta llevé a los ratones con sobrepeso (HF-ST') a una pérdida de peso
corporal de ~4 %. Interesantemente, la pérdida de peso corporal de los ratones que
recibieron el suplemento con fructanos Agave (HF-ST+A) o inulina (HF-ST+0O) fue
mas del doble =9 % con respecto al grupo HF-ST; mostrando incluso, de manera
sorpresiva, valores de peso corporal muy cercanos a los que presentaban los animales
del grupo control (ST-ST); los cuales fueron alimentados exclusivamente con dieta

estandar durante todo el experimento (Figura 6.13).
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Figura 6.12: Ingesta de alimento de los ratones con sobrepeso alimentados con dieta
estandar (HF-ST), suplementada con fructanos de Agave (HF-ST+A) o inuli-
na (HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-ST), ratones sanos alimentados con dieta
estandar. Los resultados se presentan como la media + EEM; las medias con
diferente letra fueron estadisticamente significativas (Prueba de Bonferroni;
P < 0.05).
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Figura 6.13: Disminucién del peso corporal de los ratones con sobrepeso debido al cam-
bio de dieta y al suplemento con fructanos. (HF-ST), ratones con sobrepeso
alimentados con dieta estdndar; suplementada con fructanos de Agave (HF-
ST+A) o inulina (HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-ST), ratones sanos alimen-
tados con dieta estandar. Los resultados se presentan como la media + EEM;
las medias con diferente letra fueron estadisticamente significativas (Prueba
de Bonferroni; P < 0.05).

La mayor pérdida de peso observada en los ratones que recibieron el suplemento de

fructanos (HF-ST+A y HF-ST+O0) puede ser debido a la modulacién de la microbio-
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ta intestinal (lo cual favorece el enriquecimiento de géneros de bacterias especificos
[70, 73]) y al incremento en la concentracién de los SCFA (écido acético, propiénico
y butirico) productos de la fermentacion de los fructanos en el ciego y colon de los
ratones. Recientemente se reporté que el acido acético suprime el apetito a través
de un mecanismo homeostético central [172], mientras que los dcidos propiénico y
butirico, interactiian con los receptores (FFA) del hospedero, los cuales han sido uni-
dos a las hormonas (GLP-1 y PYY') que afectan la saciedad, por lo que el individuo
muestra una reduccién en la ingesta de alimento (Figura 6.12) y en consecuencia

una disminucién del peso corporal [127-129](Figura 6.13).

6.2.2.2. Efecto en los pardmetros metabdlicos (glucosa, triglicéridos y

colesterol)

Al término de la segunda etapa experimental (después del cambio de dieta), los
ratones con sobrepeso mostraron una ligera disminucién en los niveles de glucosa,
triglicéridos y colesterol en sangre. Sin embargo, los animales que cambiaron su dieta
y recibieron el suplemento con fructanos de Agave o inulina, fueron capaces de con-
trarrestar los desérdenes metabdlicos inducidos por el consumo de la dieta alta en
grasa (Tabla 6.3). Increiblemente, no hubo una diferencia significativa en los niveles
de glucosa, triglicéridos y colesterol entre los ratones con sobrepeso que cambiaron
su dieta y recibieron los prebidticos (HF-ST+A y HF-ST+0) y los animales control
(ST-ST).

El hecho de que unicamente los ratones con sobrepeso que recibieron la dieta suple-
mentada con fructanos (Agave o inulina) lograran revertir los desérdenes metab6li-
cos inducidos por la ingesta de la dieta rica en grasa, podria estar asociado a la
modulacién selectiva de la microbiota a lo largo del colon, que inducen los fruc-
tanos a través de la produccion de los SCFA, como previamente se ha reportado
[173]. Acetato y propionato son entregados al higado a través de la vena porta, en
donde el incremento en la proporcién de propionato/acetato puede potencialmente

disminuir la lipogénesis [101]. Ademas, el dcido propiénico ha sido reportado para
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Tabla 6.3: Efecto del cambio de dieta y el suplemento de fructanos sobre los niveles de
glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre de ratones con sobrepeso.

Grupo Glucosa (mM) Triglicéridos (mM) Colesterol (mM)

ST-ST 6.42 + 0.08° 0.55 + 0.01° 1.67 + 0.18°
HF-ST 7.36 + 0.11° 0.82 + 0.05° 2.37 4+ 0.20¢
HF-ST+A  6.40 + 0.27° 0.61 + 0.02° 1.89 + 0.14°
HF-ST+0O  6.44 + 0.18° 0.49 + 0.03¢ 1.82 + 0.12°

(HF-ST), ratones con sobrepeso alimentados con dieta estdndar; suplementada
con fructanos de Agave (HF-ST+4A) o inulina (HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-
ST), ratones sanos alimentados con dieta estandar. Los resultados se presentan
como la media + EEM; las medias con diferente letras fueron estadisticamente
significativas (Prueba de Bonferroni; P < 0.05).

inhibir la sintesis de dcidos grasos (in vitro) y tiene una influencia positiva sobre el
metabolismo del hospedero mediante la regulacién de la gluconeogenesis intestinal
[174]. Por otra parte, el butirato induce la secrecién de la hormona GLP-1, la cual
incrementa la secrecion de insulina en las células 3 del pancreas, disminuyendo la
concentracion de glucosa en sangre del individuo [175-177]. Los elevados niveles en
la concentracién de glucosa, triglicéridos y colesterol en sangre, que mostraron los
ratones con sobrepeso que solo cambiaron su dieta (HF-ST), dan evidencia de que
el simple cambio de dieta no fue suficiente para revertir los desérdenes metabdlicos
que presentaron los ratones con sobrepeso debido al consumo de la dieta rica en

grasa.

6.2.3. Cambios en la microbiota del ciego de los ratones después de la

ingesta de fructanos

El cambio de dieta realizado a los ratones con sobrepeso, en la segunda etapa ex-
perimental, llevé al grupo (HF-ST) a recuperar la diversidad de la microbiota. En
contraste, los ratones que recibieron el suplemento con fructanos de Agave (HF-
ST+A) o inulina (HF-ST+O) mostraron una restauracion parcial de la diversidad
microbiana del ciego (Figura 6.14 A). Sin embargo, no se encontraron diferencias sig-
nificativas en la diversidad bacteriana entre los animales que recibieron los fructanos
ramificados de Agave y los que consumieron fructanos lineales tipo inulina (Figura

6.14 A). Interesantemente, los ratones que recibieron el suplemento con fructanos
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(HF-ST+A o HF-ST+40) muestran una comunidad bacterial mas similar entre ellos,
con respecto a los roedores que consumieron la dieta estandar (HF-ST o ST-ST; Fi-

gura 6.14 B).
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Figura 6.14: Efecto del cambio de dieta y el suplemento de fructanos sobre la microbiota
del ciego de ratones con sobrepeso. A) Diversidad de la microbiota y B)
Anélisis de coordenadas principales (PCoA) de las comunidades microbianas
del ciego de los ratones. (HF) ratones alimentados con dieta alta en grasa por 5
semanas; (ST-ST), ratones alimentados con dieta estandar; (HF-ST), ratones
con sobrepeso alimentados con dieta estandar; suplementada con fructanos
de Agave (HF-ST+A) o inulina (HF-ST+O) por 5 semanas. Los resultados
se presentan como la media + EEM; las medias con diferente letra fueron
estadisticamente significativas (Prueba de Bonferroni; P < 0.05).

La restauracion parcial de la diversidad microbiana del ciego que se observé en los
ratones con sobrepeso que consumieron los prebiéticos (Agave o inulina), puede ser
debido a que los suplementos son selectos hacia bacterias especificas, que tienen la
capacidad de tolerar condiciones méas acidas de pH, producto de la fermentacion de
los fructanos [32], motivo por el cual sus comunidades microbianas son més similares
entre estos grupos en comparacion con los grupos de ratones que recibieron la dieta
estandar (HF-ST y ST-ST).

Por otra parte, el cambio de dieta (con o sin el suplemento de fructanos) increment6
la abundancia relativa de Firmicutes, Bacteroidetes, Tenericutes, Actinobacteria y
Cyanobacteria y disminuy6 Proteobacteria, Deferribacteres y Verrucomicrobia con
respecto al grupo HF (Figura 6.15), confirmando la enorme plasticidad que tiene
la microbiota. De forma notable, la abundancia relativa de Bacteroidetes, Firmicu-

tes y Proteobacteria en los ratones que consumieron el suplemento con fructanos
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de Agave (HF-ST+A) fue mds parecida a los grupos control (ST-ST y HF-ST); en
relacién a los animales que consumieron inulina (HF-ST4-0); lo cual es muy intere-
sante, ya que esto significa que los cambios en la microbiota intestinal producidos
por los fructanos de Agave son menos drasticos, en relacién a los provocados por los
fructanos tipo inulina, incluso podria decirse que los fructanos de Agave modulan
la microbiota hacia una composicién saludable (similar a la exhibida por el grupo
ST-ST), pero con el enriquecimiento de microorganismos que promueven la salud (a

diferencia del grupo HF-ST).

100% 1
° Q 2.0
> =
2 80% - © 16
s ®
2 1.2
o 60% T
7} o
g 40% 1 5 0.4
o 0.0
20% - ST HF
0% -
2.0 1 [
100% 1 g
T 1.6 1 —
© JE—
S 80% f o 121
K g
S 60% | g %]
1) <
=) S 044
] o
c
S 40% 1 1
E ST-ST HF-ST HF-ST+A  HF-ST+O
20%
3 Proteobacteria B8 Cyanobacteria mm TM7
0% - — . ) . .
° ST.ST HF-ST HF-ST+A HF-ST+0 = Firmicutes B3 Actinobacteria B8 Verrucomicrobia
I8 Bacteroidetes BB Tenericutes 3 Deferribacteres

Figura 6.15: Cambios en la abundancia relativa de los filos bacterianos presentes en la mi-
crobiota del ciego de los ratones con sobrepeso debido al cambio de dieta y al
suplemento con fructanos. (ST; HF) ratones alimentados con dieta estandar o
alta en grasa por 5 semanas. (HF-ST), ratones con sobrepeso alimentados con
dieta estandar; suplementada con fructanos de Agave (HF-ST+A) o inulina
(HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-ST), ratones sanos alimentados con dieta
estandar.

Ademas de los cambios en la microbiota a nivel de filo, senalados anteriormente,

se observé un cambio drastico en la composicion de la microbiota del ciego a nivel
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de familia y género en los roedores que cambiaron su dieta con o sin el suplemento
de fructanos con respecto al grupo HF. Las familias Helicobacteraceae y Desulfo-
vibrionaceae (incluyendo el género Bilophila), pertenecientes al filo Proteobacteria
(las cuales se incrementaron abruptamente, después del consumo de la dieta alta
en grasa), mostrando un decremento con el cambio de dieta y el suplemento de
fructanos. Mientras que las familias Ruminococcaceae y Erysipelotrichaceae (inclu-
yendo el género Allobaculum) pertenecientes al filo Firmicutes y las familias S24.7 y
Prevotellaceae incluyendo el género Prevotella, pertenecientes al filo Bacteroidetes,

presentaron un incrementé en su abundancia relativa (Figura 6.16).
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Figura 6.16: Variacién en la abundancia relativa de las principales taxas (>1%) debido al
cambio de dieta y al suplemento con fructanos.(ST; HF), ratones alimentados
con dieta estdandar o alta en grasa por 5 semanas. (HF-ST), ratones con
sobrepeso alimentados con dieta estandar; suplementada con fructanos de
Agave (HF-ST+A) o inulina (HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-ST), ratones
sanos alimentados con dieta estandar.

Por otra parte, el cambio de dieta (con o sin el suplemento de fructanos) llevé a
una disminucién de la relacién Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota del ciego

de los ratones con sobrepeso (Figura 6.17). Sin embargo, la dieta no fue el tinico
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factor que afectd la microbiota presente en el ciego de los ratones, ya que se observo
que la edad del ratéon también modificé la microbiota, esto se puede apreciar en
los ratones control los cuales se alimentaron tnicamente con dieta estandar duran-
te todo el experimento y sin embargo, exhibieron una variacién en la composicion
de la microbiota (Figuras 6.16 y 6.17). La restauracién de la proporcién Firmicu-
tes/Bacteroidetes debido al cambio de dieta, llevé a los ratones con sobrepeso a
una perdida de peso corporal [33, 34]; sin embargo, el aumento en la pérdida de
peso observada en los ratones que recibieron el suplemento de fructanos (Agave o
inulina) puede ser atribuido al enriquecimiento de géneros de bacterias especificos y

al incremento en la concentracién de los SCFA en el contenido colénico de los ratones.
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Figura 6.17: Cambio en la relacién Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota del ciego de
los ratones con sobrepeso debido al cambio de dieta y al suplemento con fruc-
tanos.(ST; HF), ratones alimentados con dieta estdndar o alta en grasa por
5 semanas. (HF-ST), ratones con sobrepeso alimentados con dieta estandar;
suplementada con fructanos de Agave (HF-ST+A) o inulina (HF-ST+O) por
5 semanas. (ST-ST), ratones sanos alimentados con dieta estdndar. Los re-
sultados se presentan como la media + EEM; las medias con diferente letra
fueron estadisticamente significativas (Prueba de Bonferroni; P < 0.05).

La suplementacion de la dieta con fructanos de Agave (HF-ST+A) o inulina (HF-
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ST+0) fue asociada con diferentes comunidades: con respecto al grupo HF-ST, el
suplemento de fructanos de Agave enriquecié 2 géneros de manera significativa (-
trobacter y Klebsiella) y disminuyé 4 (Lactobacillus, Ruminococcus, Prevotella y
Coprococcus; Figura 6.18 A), mientras que el suplemento de inulina enriquecio 3
(Prevotella, Faecalibacterium y Allobaculum) y disminuyé 6 (Lactobacillus, Entero-
coccus, Odoribacter, Adlercreutzia, Desulfovibrio y Ruminococcus; Figura 6.18 B). En
relacion al suplemento de inulina, los fructanos de Agave enriquecieron Citrobacter,
Klebsiella, Pseudomonas y Acinetobacter y disminuyeron Prevotella, Bacteroides,

Dehalobacterium y Oscillospira (Figura 6.18 C).
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Figura 6.18: Anélisis lineal discriminante mostrando los géneros de bacterias diferencial-
mente abundantes entre los ratones con sobrepeso que se alimentaron con:
A) El cambio de dieta y el suplemento con fructanos de Agave vs el simple
cambio de dieta; B) El cambio de dieta y el suplemento con inulina vs el
simple cambio de dieta; C) El suplemento con fructanos de Agave vs inulina.
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Estudios previos muestran que el consumo de una dieta rica en grasa induce una
disminucién importante de Bifidobacterium en el contenido colénico de los ratones
[70, 134, 178]. El hecho de que no se encontrara un enriquecimiento significativo
de Bifidobacterium, después de la ingesta de fructanos, como previamente se habia
reportado para ratones con obesidad inducida a través del consumo de una dieta
rica en grasa [70]; podria ser atribuido a la baja presencia de este género en la micro-
biota de los ratones con sobrepeso (partiendo del enfoque de los prebidticos, el cual
considera que muchos microorganismos positivos para la salud del huésped residen
en el colon). Un prebidtico no puede ser fermentado de manera selectiva tnicamente
por uno o dos géneros de bacterias, ni tampoco por toda la microbiota presente en
el ciego. En la literatura, se establece que el efecto prebidtico se considera cuando
el fructano induce el crecimiento selectivo de microorganismos que promueven la
salud. Reportes previos muestran que Bifidobacteria y Lactobacilli (y algunas veces
Roseburia) son considerados microorganismos benéficos [48, 121, 179], mientras que
Clostridia es con frecuencia asociada con efectos perjudiciales en la salud [48, 179].
Sin embargo, este tipo de consideraciones son un problema muy fuerte debido a que
no se ha llegado a un consenso en el que se establezca cudles son los microorganismos
que constituyen una microbiota benéfica y cuales conforman una microbiota intesti-
nal perjudicial [180]. De hecho, grupos de bacterias que previamente se identificaron
como perjudiciales a la salud del individuo, tal es el caso de Clostridia, recientemen-
te han mostrado tener un potencial probidtico debido a que esta comunidad esta
implicada en la tolerancia a alérgenos alimentarios [181, 182]. Ademds, nuevas es-
pecies bacterianas con potencial benéfico son constantemente descubiertas tal es el
caso de Akkermansia muciniphila y Faecalibacterium praustnizii [183, 184]. En este
sentido, en el presente trabajo se mostré que los fructanos de Agave enriquecieron
los géneros Klebsiella y Citrobacter (perteneciendo a la familia Enterobacteriaceae;
Figura 6.18 A) en el contenido colénico de ratones con sobrepeso. El incremento de
estos dos géneros de bacterias no ha sido reportado en estudios con fructanos. Sin
embargo, recientes investigaciones en ratones con obesidad inducida mediante una

dieta alta en grasa [185] o en humanos con obesidad morbida [186, 187] han asociado
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la presencia de la familia Enterobacteriaceae con la pérdida de peso corporal después
de un tratamiento quirdrgico de bypass gastrico. Por lo tanto, el enriquecimiento de
la famila Enterobacteriaceae en los ratones que consumieron la dieta suplementada
con fructanos de Agave (HF-ST+A) pudiera estar asociada con la mayor pérdida de
peso corporal y los efectos sistémicos obeservados en estos animales. Sin embargo,
son necesarias futuras investigaciones con estos dos géneros de bacterias identifica-
das, asi como el estudio de su interacciéon con la salud del hospedero.

Por otra parte, el suplemento con inulina (HF-ST+O) llevé a un enriquecimiento de
los géneros Prevotella, Allobaculum y Faecalibacterium en relacién al grupo HF-ST.
Un estudio previo reporté la asociacion del género Allobaculum con una reduccion
de peso corporal en ratones con obesidad inducida mediante una dieta alta en grasa
[169], no obstante, ya se ha reportado el enriquecimiento de los géneros Allobaculum
y Faecalibacterium después de la ingesta de inulina [70] y son considerados benéficos
para el hospedero.

Finalmente, las diferencias en los géneros de bacterias enriquecidos con la ingesta
de los fructanos ramificados de Agave y los fructanos tipo inulina fueron atribuidos
a las diferencias estructurales entre ambos prebioticos, al grado de polimerizacion,
la microbiota presente en el ciego de los ratones con sobrepeso, asi como a la to-
lerancia de las condiciones presentes en el intestino [171]; en este sentido, la dieta
suplementada con fructanos de Agave mostré un enriquecimiento de los géneros
Citrobacter, Klebsiella, Pseudomonas y Acinetobacter y disminuyé Prevotella, Bac-
teroides, Dehalobacterium y Oscillospira, en relacion a la dieta suplementada con
inulina (Figura 6.18 C); Sin embargo, ambos fructanos tienen la capacidad de mo-
dular la microbiota del ciego e inducir efectos benéficos en la salud de los ratones

con sobrepeso.
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6.2.4. pH y concentracion de los dcidos grasos de cadena corta en el

contenido colonico de los ratones
6.2.4.1. Andlisis del contenido del ciego de los ratones

El pH del contenido del ciego de los ratones con sobrepeso, que consumieron la dieta
suplementada con fructanos (Agave o inulina), fue menor de manera significativa
con respecto a los animales alimentados con la dieta estandar (ST-ST y HF-ST;

Figura 6.19 A).
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Figura 6.19: pH y niveles de los SCFA en el contenido del ciego de los ratones con so-
brepeso después del cambio de dieta (HF-ST); y el suplemento con fructanos
de Agave (HF-ST+A) o inulina (HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-ST) corres-
ponde a ratones control alimentados con dieta estdndar. A) pH; B) Acido
acético; C) Acido propiénico y D) Acido butirico. Los resultados se presentan
como la media + EEM; las medias con diferente letra fueron estadisticamente
significativas (Prueba de Bonferroni; P < 0.05).

Ademas, unicamente los ratones con sobrepeso que fueron cambiados a la dieta

estandar suplementada con fructanos (Agave o achicoria), mostraron un aumento
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significativo de los SCFA en el contenido del ciego, en relacién a los ratones que
no recibieron ningin suplemento (ST-ST y HF-ST; Figura 6.19). Sin embargo, se
observé que el simple cambio de dieta llevd a los roedores a recuperar las condicio-
nes acidas y la concentracién de SCFA en el contenido del ciego en comparacion a
su estado inicial para estos parametros (Tabla 6.2). No obstante, los animales que
cambiaron de dieta y consumieron el suplemento de fructanos (Agave o inulina)
mostraron un aumento en la concentracion de los SCFA; lo cual se debe a que los
fructanos modificaron la microbiota del ciego de los animales (enriqueciéndose géne-
ros de bacterias con capacidad para fermentar a estos prebidticos), por lo tanto, se
eleva la produccién de dcido acético, propiénico y butirico (productos de la fermen-
tacion), llevando en consecuencia a una disminucién en el pH del contenido del ciego
de los roedores (Figura 6.19). Ademds del enriquecimiento de los géneros selectos
que pudieran conferir beneficios al hospedero (Figura 6.18), como el contrarrestar
los desérdenes metabdlicos inducidos por el consumo de la dieta alta en grasa (Tabla
6.3), el incremento en la concentracién de los SCFA también podria estar asociado
con el aumento en la pérdida de peso observada en los animales que consumieron

las dietas suplementadas con fructanos [127-129].

6.2.4.2. Andlisis del contenido colonico de los ratones

Los ratones que recibieron el suplemento de fructanos (Agave o inulina) exhibieron
una disminucién substancial del pH en las tres secciones del colon (proximal, medio
y distal) con respecto a los animales que se alimentaron con la dieta estandar (ST-ST
y HF-ST; Figura 6.20 A). En contraste, los ratones con sobrepeso que tunicamente
cambiaron su dieta a la estandar (HF-ST), mostraron un aumento significativo del
pH en las tres secciones del intestino. Interesantemente, unicamente los grupos (HF-
ST+A y HF-ST+0), presentaron una elevacion en la concentracion de los SCFA a
lo largo del colon en relacién a los grupos (ST-ST y HF-ST).

Los fructanos de Agave fueron fermentados principalmente en el colon medio y distal
en comparacion a la inulina, la cual se fermenté mayoritariamente en el colon proxi-

mal (Figura 6.20). El acido acético fue el mas abundante en el colon de los ratones
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Figura 6.20: pH y niveles de los SCFA en el contenido colénico de los ratones con sobrepeso
después del cambio de dieta (HF-ST); y el suplemento con fructanos de Agave
(HF-ST+A) o inulina (HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-ST) corresponde a
ratones control alimentados con dieta estandar. A) pH; B) Acido acético; C)
Acido propiénico y D) Acido butirico en cada una de las secciones del colon.
Los resultados se presentan como la media + EEM; las medias con diferente
letra fueron estadisticamente significativas (Prueba de Bonferroni; P < 0.05).

(independientemente de la dieta), seguido por los dcidos propidnico y butirico. La
concentracion de acido acético fue mayor de manera importante en el colon proximal
de los ratones que consumieron fructanos (HF-ST+A y HF-ST+0) en relacién a los
animales que no recibieron el suplemento (ST-ST y HF-ST); en el colon medio no
hubo diferencias destacables en la concentracion de acido acético entre los diferentes
tratamientos y hacia el colon distal, solo el grupo control (ST-ST) mostré una re-
duccién substancial en la concentracion de este dcido en relacion a los demas grupos
(HF-ST, HF-ST+A y HF-ST+O; Figura 6.20 B). La cantidad de dcido propidnico
fue notablemente mayor en el colon proximal de los animales que recibieron el su-
plemento de fructanos (HF-ST+A y HF-ST+O) con respecto a los grupos (ST-ST
y HF-ST); sin embargo, solo el grupo HF-ST+A exhibié un aumento substancial
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de este 4cido en el colon medio ( 37 %) y distal ( 51 %) con respecto a los demés
grupos (ST-ST, HF-ST, HF-ST+0O; Figura 6.20 C). Por tltimo, el 4cido butirico se
incremento significativamente en el colon proximal de los ratones que recibieron el
suplemento de fructanos (HF-ST+A y HF-ST+O) con respecto a los grupos (ST-
ST y HF-ST); pero tnicamente el grupo HF-ST+A mostré un aumento destacable
de acido butirico en colon medio y distal en relacién a los demds grupos (ST-ST,

HF-ST, HF-ST+O; Figura 6.20 D).

Los fructanos son fermentados en el ciego y colon del individuo, sitios en los cuales el
acido acético, propiénico y butirico son generalmente producidos. La fermentacion
de los fructanos ramificados y lineales (Agave e inulina, respectivamente) fue muy
similar en el ciego de los animales (Figura 6.19), no obstante, en el colon se observé
una diferencia muy clara en la fermentaciéon de ambos fructanos de bajo DP (Figura
6.20). Los fructanos de Agave con un DP promedio de 8 fueron fermentados lenta-
mente en el colon proximal, pero mostraron una mayor fermentacién hacia el colon
medio y distal, lo cual se deba muy probablemente a su complejidad estructural
[17, 18, 30]; mientras que, la inulina (fructanos lineales) con un DP promedio de 5,
fue fermentada principalmente en el colon proximal como previamente habia sido
reportado [57].

La disminucion del pH en el ciego y las tres secciones del colon de los ratones que
consumieron la dieta suplementada con fructanos (HF-ST+A y HF-ST+O0) se aso-
cié con el aumento en la concentracion de los SCFA observado en estos grupos, en
relacién a los animales que consumieron la dieta estandar (HF-ST y ST-ST; Figuras
6.19 y 6.20). La disminucién del pH puede cambiar la composicién de la microbiota
y promover el crecimiento de bacterias benéficas, previniendo el crecimiento excesivo
de bacterias patogénicas sensibles al pH como previamente a sido reportado [89, 90].
En contraste, los ratones con sobrepeso que solo cambiaron su dieta (HF-ST) ex-
hibieron los mayores valores de pH en las tres secciones del colon. Por lo tanto, el
simple cambio de dieta fue suficiente para revertir la disbiosis (alteraciones en la

microbiota) debido al consumo de la dieta alta en grasa, pero no fue suficiente para
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recuperar su funcionalidad [163], mientras que el cambio de dieta y el suplemento
con prebiéticos (HF-ST+A y HF-ST+O0) originé un cambio favorable en la micro-
biota intestinal y mejord la salud de los ratones [70].

El notable aumento de la concentracion de los SCFA en el colon de los animales,
podria asociarse a los efectos fisioldgicos observados en los roedores (Tabla 6.3; Fi-
guras 6.12 y 6.13). De manera puntual, el incremento en los niveles de dcido acético
en el ciego y colon distal del grupo HF-ST (Figuras 6.19 B y 6.20 B) se asocié
con los niveles elevados de triglicéridos y colesterol que presentaron estos anima-
les (Tabla 6.3); debido a que el dcido acético estimula la sintesis de colesterogénsis
y lipogénesis en el higado [64-67].Por otra parte, el aumento substancial de 4cido
propionico, observado tunicamente en los grupos de animales que consumieron los
prebidticos (HF-ST+A y HF-ST+0), se relacioné con la disminucién en los niveles
de triglicéridos y colesterol en sangre que exhibieron estos ratones (Tabla 6.3); ya
que el dcido propidnico (a diferencia del acético) inhibe la sintesis de colesterogénesis
y lipogénesis en el higado [64-67].

Mientras que, la elevada concentracion de acido butirico que se observo en el conteni-
do coldnico de los ratones que recibieron los fructanos (HF-ST+A y HF-ST+O) fue
relacionado con la disminucion en la ingesta de alimento (Figura 6.12), el incremento
en la pérdida de peso corporal (Figura 6.13) y la disminucién en los niveles de gluco-
sa en sangre (Tabla 6.3) de estos animales, debido a que, el butirato es enormemente
utilizado por las células L del colon, estas células son responsables de la liberacion
de GLP-1 (hormona insulinotrépica) la cual inhibe la ingesta de alimento, dismi-
nuye la concentracion de glucosa en sangre, decrementa la secrecién de glucagon e

incrementa la secrecion de insulina en las células § del pancreas [175-177].

6.2.5. Efecto sobre las hormonas grelina, GLP-1, insulina y leptina

La concentracién de la hormona grelina fue notablemente menor en la vena porta
de los ratones con sobrepeso que cambiaron su dieta y recibieron el suplemento de
inulina (HF-ST+40O) en comparacién con los demds grupos (ST-ST, HF-ST y HF-
ST+A; Figura 6.21 A). Por otro parte, la concentracion de las hormonas GLP-1 e
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insulina fue apreciablemente mayor tinicamente en los animales con sobrepeso que
cambiaron su dieta y recibieron el suplemento de fructanos (Agave o inulina), en re-
lacién a los grupos que se alimentaron con la dieta estandar (ST-ST y HF-ST; Figura
6.21 A y B). Por ltimo, unicamente los grupos HF-ST+A y HF-ST+O mostraron
una reduccién significativa en los niveles de leptina con respecto al grupo (HF-ST).
De forma importante, los grupos que consumieron los prebidticos (HF-ST+A y HF-
ST+0O) exhibieron concentraciones de leptina muy parecidas a las que presenté el

grupo control (ST-ST; Figura 6.21 D).
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Figura 6.21: Efecto del cambio de dieta y el suplemento de fructanos sobre la concentra-
cién de las hormonas involucradas con la regulacién del apetito. A) Grelina;
B)GLP-1; C) Insulina; y D) Leptina. (HF-ST), ratones con sobrepeso alimen-
tados con dieta estandar; suplementada con fructanos de Agave (HF-ST+A)
o inulina (HF-ST+O) por 5 semanas. (ST-ST), ratones sanos alimentados
con dieta estandar. Los resultados se presentan como la media + EEM; las

medias con diferente letra fueron estadisticamente significativas (Prueba de
Bonferroni; P < 0.05).

El incremento de GLP-1 en los grupos HF-ST+A y HF-ST+O podria relacionarse
con la menor ingesta de alimento, la disminucién en la ganancia de peso corporal

y los niveles més bajos en la concentracién de glucosa (Tabla 6.3; Figuras 6.12 y
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6.13), asi como con el aumento significativo en la concentracién de insulina en la
vena porta de los ratones (Figura 6.21 B).

La grelina es otra hormona involucrada en la regulacion de la ingesta de alimento, en
el grupo HF-STHO, esta hormona ha sido correlacionada inversamente con GLP-1
en la vena porta [57, 135, 188]. Los fructanos lineales de bajo DP son fermentados
preferencialmente en el colon proximal y se tiene el conocimiento de que el acido
butirico es el responsable del incremento de GLP-1, éstos son dos eventos clave sobre
el aumento de GLP-1 en la vena porta y consecuentemente en una disminucién en
los niveles de grelina [57]. El grupo de ratones que recibio la dieta suplementada
con fructanos de Agave (HF-ST+A) present6 la concentracion més alta de GLP-1
(66 %) y disminuyd6 la grelina (8 %); en cambio, el grupo de ratones que recibio la
inulina (HF-ST40) mostré un aumento de GLP-1 de (53 %) y una reduccién en
los niveles de grelina de (43 %) en relacién a los animales que consumieron la dieta
estandar (HF-ST y ST-ST; Figura 6.21). La ligera reduccién en la concentracién
de grelina en el grupo HF-ST+A podria ser debido a la estructura compleja de los
fructanos de Agave, que induce a ser fermentado principalmente en el colon medio
y distal en comparacién a la inulina.

El consumo de una dieta rica en grasa ha sido asociada con resistencia a la leptina,
y va que la leptina esta implicada principalmente en la ingesta de alimento y ho-
meostasis de energia, también esta vinculada a la regulacion de la homeostasis de la
glucosa y numerosas funciones gastrointestinales [169]. Interesantemente, los grupos
HF-ST+A y HF-ST+O presentaron una disminucién en la concentracién de leptina,
siendo estos valores muy similares a los encontrados en los ratones control (ST-ST;
Figura 6.21 D); ademads, este decremento en los niveles de leptina en los grupos que
consumieron los prebidticos, podria también estar relacionado con la menor ingesta

de alimento y peso corporal observado en estos animales.

6.2.6. Andlisis de componentes principales (PCA)

Un PCA de todas las variables consideradas en el presente estudio (peso corporal,

glucosa, triglicéridos, colesterol, pH, SCFA y hormonas) se presenta en la Figura
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6.22. El primer y el segundo componente principal (PCs) fueron responsables del
64 % de la variacion total. E1 PC1 mostré una clara separacién entre los grupos que
se alimentaron con dieta estdndar (ST-ST y HF-ST), sin embargo, los animales que
consumieron prebiéticos (HF-ST+A y HF-ST+0) mostraron un sobrelapamiento
entre ellos. E1 PC1 (el cual recogié el 42 % de la variacién) fue controlado principal-
mente por la concentracion del acido butirico en el colon medio y propiénico en el
colon proximal y también por los niveles de la hormona GLP-1; mientras que el PC2
(22 %) fue controlado por las concentraciones de triglicéridos, glucosa y colesterol
en la sangre de los ratones (Figura 6.22).

Los resultados en la grafica de PCA confirman que hubo una diferencia remarcable
entre los grupos de ratones que recibieron el suplemento con fructanos (HF-ST+A
y HF-ST+40) y los que se alimentaron con dieta estandar (ST-ST y HF-ST). A pe-
sar de las grandes diferencias estructurales y a los diferentes sitios de fermentacion
favorecidos con los fructanos de Agave o inulina, los efectos sistémicos observados
para ambos fructanos fueron similares; esto se corrobor6 en la gréfica de PCA en
la cual se observé un sobrelapamiento entre los grupos HF-ST+A y HF-ST+O. El
PCA de las variables indico que el consumo de fructanos se asocié fuertemente a los
SCFA asi como a la secrecién de las hormonas (GLP-1 e insulina). Notablemente,
el peso corporal, asi como la concentracion de las hormonas grelina y leptina fueron
estrechamente asociadas al grupo HF-ST (Figura 6.22). Finalmente, el grafico de
PCA sugiere que el aumento en la concentracién de los SCFA y GLP-1, asi como
la disminucion en los niveles de grelina y leptina, podrian ser los parametros mas
importantes afectados por la ingesta de los fructanos de Agave e inulina, mostran-
do en general un decremento de los trastornos metabdlicos (glucosa, triglicéridos,
colesterol y peso corporal) como se muestra en la Tabla 6.3 y la Figura 6.13.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio nos indican que los
fructanos de Agave podrian ser una opcién viable para el manejo del sobrepeso, ya
que éstos prebioticos no solo indujeron una pérdida de peso corporal en los ratones,
sino que fueron capaces de mejorar la salud de estos (ya que revirtieron los desérdenes

metabdlicos originados por la ingesta de la dieta alta en grasa).
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Figura 6.22: Anélisis de componentes principales de todos los parametros investigados en
los ratones con sobrepeso alimentados con la dieta estandar y el suplemento
con fructanos. A) Grafica de todos los pardmetros investigados en los ratones
con sobrepeso alimentados con dieta estandar (o), suplementada con fructa-
nos de Agave (A) o inulina(<) por 5 semanas; (M) corresponden a ratones
sanos alimentados con dieta estandar durante todo el experimento. B) Grafi-
ca de los 2 componentes principales. BW: peso corporal; GLU: glucosa; TG:
triglicéridos; COL: colesterol; AAP, AAM y AAD: Concentracién de acido
acético en el colon proximal, medio y distal respectivamente; PAP, PAM y
PAD: Concentracién de acido propionico en cada una de las secciones del
colon; BAP, BAM y BAD: Concentraciéon de acido butirico en las secciones
del colon analizadas; pH P, pH M y pH D: valores de pH en cada seccién
del colon; GLP-1: péptido similar al glucagén tipo 1; GHRE: grelina; INS:
insulina; LEP: leptina.
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Conclusiones

En el presente proyecto se desarrollé un proceso de extraccién/purificacion de fruc-
tanos de Agave, mediante el cual se obtuvieron fructanos de forma rapida y con una
alta pureza (96.6 %). Por lo cual, este proceso podria ser una alternativa para la

obtencién de fructanos a nivel laboratorio o industrial.

La ingesta de la dieta alta en grasa no solo cambio la composicion de la microbiota
de los ratones, sino que también indujo una pérdida de su diversidad, la cual fue

restaurada por el cambio de dieta y la pérdida de peso corporal.

Los ratones con sobrepeso que unicamente fueron cambiados a la dieta estandar
(HF-ST), mostraron una pérdida de peso corporal. Sin embargo, las alteraciones
metabodlicas observadas en estos animales debido al consumo de la dieta alta en gra-
sa, no fueron revertidas. Por lo tanto, un cambio de dieta aunado a un suplemento
prebidtico, tal como los fructanos de Agave, presentan un enorme potencial para

reducir los desérdenes metabdlicos asociados con sobrepeso.

Los ratones con sobrepeso que consumieron fructanos de Agave, revirtieron los
desérdenes metabdlicos (aumento en los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol)
inducidos por el consumo de la dieta alta en grasa. Estos efectos fueron atribuidos
al notable incremento en los niveles de los dcidos propiénico y butirico en el conte-

nido intestinal, asi como de las hormonas GLP-1 e insulina en sangre de los animales.
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Conclusiones

La mayor pérdida de peso corporal observada en los ratones con sobrepeso, que
recibieron la dieta suplementada con fructanos de Agave, fue asociada con la restau-
racién de la relacién Firmicutes/Bacteroidetes y al enriquecimiento de los géneros
especificos (Citrobacter y Klebsiella). Esta microbiota ferment6 a los fructanos de
Agave, incrementando de manera significativa los niveles de SCFA, los cudles a su
vez influyeron en la modulacién de las hormonas GLP-1, grelina y leptina, inducien-

do una pérdida de peso en el roedor.

Los efectos sistémicos observados en los ratones con sobrepeso, que consumieron
fructanos de Agave o inulina, fueron similares, a pesar de la gran diferencia estruc-

tural entre ambos carbohidratos.
Estos resultados demuestran que los fructanos de Agave son una opciéon viable y

con mucho potencial para el manejo de sobrepeso y de los desérdenes metabdlicos

asociados a este padecimiento.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde se demuestra que los fruc-
tanos de Agave ejercen un efecto benéfico en la salud de ratones con sobrepeso,
justifican el realizar estudios en personas con sobrepeso u obesidad, ya que que es-
tos prebidticos podrian ser una opciéon viable para la prevencion y reduccion de éstos

problemas en México.
Estudiar a mayor profundidad los cambios en la microbiota después de la ingesta

de fructanos de Agave, con la finalidad de determinar el papel que desempenan las

bacterias que se enriquecen con este prebiodtico, en la salud del hospedero.
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Agavins reverse the metabolic disorders in
overweight mice through the increment of short
chain fatty acids and hormones+

Alicia Huazano-Garcia and Mercedes G. Lopez*

In this study, the effects of agavins (branched fructans) along with a diet shift on metabolic parameters,
short chain fatty acid (SCFA) production and gastrointestinal hormones in overweight mice were estab-
lished. Male C57BL/6 mice were fed with a standard (ST) or high fat (HF) diet over the course of 5 weeks,
with the objective to induce overweightness in the animals, followed by a diet shift (HF_ST) and a diet
shift with agavins (HF_ST + A) or inulin (HF_ST + O) for 5 additional weeks. After the first 5 weeks, the HF
group showed a 30% body weight gain and an increase in glucose, triglyceride and cholesterol concen-
trations of 9%, 79% and 38% respectively when compared to the ST group (P < 0.05). Only the overweight
mice that received agavins or inulin in their diets reversed the metabolic disorders induced by consump-
tion of the HF diet, reaching the values very close to those of the ST group (P < 0.05). Furthermore, the
consumption of agavins or inulin led to higher SCFA concentrations in the gut and modulated hormones
such as GLP-1 and leptin involved in food intake regulation (P < 0.05). These findings demonstrate that a
change of diet and fructan consumption such as agavins is a good alternative to increase weight loss and
to improve the metabolic disorders associated with being overweight.

Introduction

The growing prevalence of overweightness and obesity is a
worldwide public health problem because these conditions
promote serious metabolic disorders (glucose intolerance,
insulin resistance and high levels of triglycerides and chole-
sterol) that induce the development of type II diabetes, hyper-
tension, dyslipidemia, cardiovascular disease and some
cancers.” Changes in the dietary habits of overweight individ-
uals or the use of prebiotics in their daily diet such as fructans
may regulate lipid and glucose metabolism through the modu-
lation of the intestinal microbiota and gastrointestinal hor-
mones involved in appetite regulation, this might become a
way to prevent and manage the risk of metabolic diseases.*”
Fructans are fermented in the gut, changing the microbiota
activity and its composition, promoting short chain fatty acid
(SCFA) production (acetate, propionate and butyrate) and con-
sequently reducing the luminal pH. SCFA have been estab-
lished as essential nutrients that act as signaling molecules to
influence the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) hormone,
involved in satiety and glucose homeostasis. The ingestion of

Departamento de Biotecnologia y Bioquimica, Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN, Unidad Irapuato, Mexico. E-mail: mlopez@ira.cinvestav.mx;
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fructans has shown an increment of the L cell number in the
mice proximal colon as well as the expression of proglucagon
gene in those cells, leading to the secretion of different pep-
tides, including GLP-1 that plays a relevant role in the host gut
function and physiology.®

Cani et al.’ compared the effect of the degree of polymeri-
zation (DP) of three fructans derived from chicory on GLP-1
synthesis and showed that the most important increment was
observed with short DP fructans that were fermented mainly
in the cecum and in the proximal gut.

Besides inulin from chicory, another important source of
fructans is found in Agave plants endemic of Mexico. Agave
fructans are branched carbohydrates containing f(2-1) and p(2-
6) linkages that have been classified as graminans and agavins
(fructan neoseries) according to the presence of an external
and internal glucose unit.’® It is known that the complex
agavin structures change with the plant age; younger plants
(2 to 4 year old) have mainly short DP, while older plants (5 to
7 year old) contain principally large DP and higher complex-
ity."* Regarding the role of agavins on metabolic parameters,
our research group has demonstrated that agavins obtained
from Agave tequilana, A. angustifolia and A. potatorum with a
high proportion of short DP can modulate glucose and lipid
metabolism as well as GLP-1 secretion on healthy mice.'*"?

Up to now, this is the first report that assesses the potential
of agavins from 4 years old Agave tequilana plants containing a
high proportion of short DP fructans. In this study, agavins

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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were given to overweight mice to counteract the metabolic dis-
orders induced by a HF diet, to measure SCFA changes along
the gut as well as the modulation of gastrointestinal hormones.
We also compared the effects of agavins to those of inulin.

Materials and methods

Animals and diets

Thirty-two male C57BL/6 mice (12 weeks old at the beginning
of the experiment obtained from the Universidad Autonoma
Metropolitana, Mexico) were individually housed in a tempera-
ture and humidity controlled room with 12 h light-dark cycles.
The mice were randomized to one of the two experimental
diets: a standard group (ST; n = 8) was fed with a standard diet
(5053a; Lab Diet, USA) and a high fat group (HF; n = 24) was
fed with a high fat diet (58Y1; Test Diet, USA) for a 5 weeks
period. At the end of this period, the HF group was divided
into three new groups (n = 8 per group) and shifted to a stan-
dard diet (HF_ST) for 5 additional weeks. Two of these new
groups received either agavins from Agave tequilana (HF_ST +
A) or inulin from Cichorium intybus (HF_ST + O) added in
14716 at a concentration of 0.38 ¢ by mouse per day. The
standard diet contained 62.4% calories from carbohydrates
(starch), 24.5% from proteins and 13.1% from fat. The high fat
diet had 20.3% calories from carbohydrates (16.15% maltodex-
trin, 8.85% sucrose, and 6.46% powdered cellulose), 18.1% from
proteins and 61.6% from fat. Food and water were provided ad
libitum throughout the experiment. All experiments were con-
ducted according to the Guidelines of the Institutional Care and
Use of Laboratory Animals Committee from Cinvestav-Mexico
and according to the Mexican Norm NOM-062-ZO0-1999.

water

Fructans

Four-year-old A. tequilana Weber Blue variety plants were col-
lected from Amatitan region, Jalisco, Mexico. The Agave plants’
age corresponded to their time in the field, starting from the
“hijuelo” (plant shoot) plantation, and this material was kindly
donated by Casa Cuervo S. A. de C. V. Agavins were extracted
and purified in our laboratory. Firstly, the juice from the Agave
plants was obtained using a commercial extractor. The pH
value of the juice was adjusted to 7 using Ca(OH),. The Agave
juice was then heated at 80-85 °C for 30 min in a water bath
with continuous agitation to inactivate the hydrolytic enzymes
and saponins, 1% of diatomaceous earth and activated char-
coal were added to remove the suspended organic impurities
and coloring matter. The juice was filtered under vacuum
using a nylon membrane with a pore diameter of 0.20 um and
finally lyophilized. Agavins presented an average degree of
polymerization (DP) of 8" (Fig. S1f). Linear fructans from
chicory (Oligofructose; Orafti) were obtained from Mega-
farma® (Mexico) with an average DP of 5.

Body weight, food intake and plasma collection

The body weight was measured weekly throughout the experi-
ment, however the food intake was measured daily. The mean
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daily energy intake (k] d™') was obtained by multiplying the
food intake (g) by the energy value of the diet (k] g~*). The
energy value for the ST diet was 14.28 kJ g~ ", for the HF diet
was 21.35 kJ g " and for the agavins or inulin was 13.88 k] g~ .
Blood samples after 5 and 10 weeks were taken in the post-
prandial state from the mice tails in order to measure glucose,
triglycerides and cholesterol. Blood glucose concentrations
were measured immediately using a blood glucose meter (SD
Check Gold, Mexico). Blood for triglyceride and cholesterol
analysis was collected in heparin tubes (0.2 ml per ml of
blood) and centrifuged at 1 600g for 15 min. Plasma was stored
at —80 °C until analysis, which was carried out using kits coup-
ling enzymatic reaction (BioVision, USA). After the trial period
(10 weeks) mice in the postprandial state were anaesthetized
by intra-peritoneal injection of sodium pentobarbital solution
(60 mg per kg body weight). Blood for satiety hormone analysis
was collected from the portal vein in heparin tubes containing
a dipeptidyl peptidase IV inhibitor (0.01 ml per ml of blood;
Millipore, USA) and centrifuged at 1 600g for 15 min at 4 °C.
Plasma was stored at —80 °C until analysis.

Plasma analysis for satiety hormones

GLP-1 (active), ghrelin (active), insulin and leptin concen-
trations were quantified using a Mouse Diabetes Standard Bio-
Plex kit (Bio-Plex Pro Assay, Bio-Rad, USA) and a Luminex
instrument according to the manufacturer’s specifications.
The sensitivity for the Bio-Plex kit (in pg ml™") is 0.8 for GLP-1,
0.8 for ghrelin, 22 for insulin and 6.2 for leptin.

Determination of pH and SCFA

At death, proximal, medial and distal colon segments were
immediately excised. The colonic contents of each section
were placed in iced vials and snap frozen at —80 °C. Colonic
pH measurements were made using a microelectrode
(PHR-146, Lazar Research Laboratories Inc., USA). SCFA ana-
lyses were carried out following the protocol of Femia et al.'”
with some modifications, gas chromatography and flame
ionization detection from Hewlett Packard (HP4890D) were
used. Briefly, 0.05 g of the colon content was weighed and
0.3 ml of water was added. The solution was acidified with
0.05 ml of H,SO, and SCFA were extracted by shaking with
0.6 ml of diethylether and subsequently centrifuged at 10 000g
for 30 s. One microliter of the organic phase was injected
directly onto a capillary column Nukol™ (30 m x 0.32 mm;
Supelco, USA) at 80 °C, using N, as the carrier gas; detection
temperature was set at 230 °C. Calibration curves of acetic, pro-
pionic and butyric acids were used to carry out SCFA quantifi-
cation in the samples.

Statistical analysis

The results are presented as mean + SEM. Differences between
ST and HF groups were assessed by Student’s t-test. Differ-
ences between the diets were determined using a one-way
ANOVA followed by the Bonferroni multiple comparison test.
Differences were considered significant when P < 0.05. Statisti-
cal analyses were performed using GraphPad Prism (GraphPad
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Software, USA). Principal component analysis (PCA) was con-
ducted using a language and environment for statistical com-
puting R version 3.0.3 (http:/www.R-project.org/) and the ade4
package.

Results
Body weight and energy intake

Initially, mice consumed a ST or HF diet for 5 weeks, and mice
that received the HF diet steadily gained weight, leading to a
30% weight gain with respect to the ST group (Fig. 1A and
S27). After 5 weeks on the HF diet, the overweight mice'® were
shifted to a ST diet (HF_ST) or ST diet with either agavins
(HF_ST + A) or inulin (HF_ST + O) addition for 5 more weeks.
Only the animals that were shifted to a ST diet and that
received agavins or inulin in their water showed a significant
decrement in body weight (P < 0.05) by about 9%, surprisingly
reaching values very close to those of healthy mice which were
fed the ST diet throughout the experiment (Fig. 1B and S27).
However, mice that did not receive fructans but changed their
diet (HF_ST) showed only a 4% body weight decrement (P =
0.32). The energy intake was significantly lower (P < 0.05) for
mice that received the HF_ST + A and HF_ST + O diets com-
pared to mice in the HF_ST and ST groups (Fig. 2).

Blood glucose, triglycerides and cholesterol

Mice fed for 5 weeks with the HF diet, showed metabolic dis-
orders related to glucose, triglycerides and cholesterol altera-
tions. The HF group had significantly (P < 0.05) higher glucose
(7.43 mM + 0.07), triglyceride (0.95 mM =+ 0.08) and cholesterol
(2.44 mM + 0.14) concentrations than the ST group (6.80 mM +
0.05), (0.53 mM + 0.02) and (1.77 mM + 0.17) respectively.
However, the overweight mice that were shifted to the ST diet
and that drank water with agavins or inulin were able to coun-
teract the metabolic disorders induced by the HF diet con-
sumption (Table 1). The HF_ST + A and HF_ST + O groups
showed significantly lower glucose, triglyceride and cholesterol
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Fig. 1 Body weight evolution. (A) Mice fed with a standard (ST) or high
fat (HF) diet for 5 weeks. (B) Diet shift of the overweight mice to a stan-
dard diet (HF_ST) and agavins (HF_ST + A) or inulin (HF_ST + O) addition
for 5 more weeks. Results are presented as mean + SEM. Means with
different letters were significantly different (P < 0.05).
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Fig. 2 Food intake of overweight mice fed with a standard diet (HF_ST),
agavins or inulin added standard diets (HF_ST + A and HF_ST + O
respectively) for 5 weeks. ST group is healthy mice fed with a standard
diet. Results are presented as mean + SEM. Means with different letters
were significantly different (P < 0.05). For more details of diets and pro-
cedures, see Materials and methods.

Table 1 Effects on blood levels of glucose, triglycerides and chole-
sterol of overweight mice fed with a standard diet (HF_ST), agavins or
inulin added standard diets (HF_ST + A and HF_ST + O respectively) for
5 weeks; ST groups are healthy mice fed with a standard diet. Values are
mean + SEM. Treatments with different superscript letters are signifi-
cantly different (P < 0.05). For more details of diets and procedures, see
Materials and methods

Triglycerides Cholesterol
Glucose (mM) (mM) (mM)
Group Mean SEM Mean SEM Mean SEM
ST 6.42° 0.08 0.55° 0.01 1.67° 0.18
HF_ST 7.36% 0.11 0.822 0.05 2.37% 0.20
HF ST +A 6.40° 0.27 0.61° 0.02 1.89° 0.14
HF ST +0 6.44° 0.18 0.49¢ 0.03 1.82° 0.12

concentrations (P < 0.05) in relation to the HF_ST group. Inter-
estingly, after 10 weeks, no significant differences were found
in glucose, triglyceride and cholesterol concentrations between
mice that consumed prebiotics (agavins or inulin) and the
mice fed with a ST diet during the whole experiment
(10 weeks). On the other hand, the HF_ST group (overweight
mice that received a shift to the ST diet) was not able to coun-
teract the metabolic disorders induced by consumption of the
HF diet.

PH and SCFA in the mice gut

Mice that drank water with agavins or inulin presented a sig-
nificant pH decrement in the proximal, medial and distal gut
(P < 0.05) compared to HF_ST and ST groups (Fig. 3A). In con-
trast, overweight mice that were shifted to the ST diet had a
significant pH increment in the three intestine sections (P <
0.05). Interestingly, only mice that consumed agavins or inulin
showed an increment in SCFA concentrations along the gut
with respect to HF_ST and ST groups. Agavins were fermented

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 3 pH and SCFA concentrations in the gut content of overweight mice fed with a standard diet (HF_ST), agavins or inulin added standard diets
(HF_ST + A and HF_ST + O respectively) for 5 weeks. The ST group is healthy mice fed with a standard diet. (A) pH drop, (B) acetic acid, (C) propionic
acid and (D) butyric acid concentrations in each of the large intestine sections. Results are presented as mean + SEM. Means with different letters
were significantly different (P < 0.05). For more details of diets and procedures, see Materials and methods.

mostly in the medial and distal colon compared to inulin that
was fermented mainly in the proximal gut (Fig. 3B, C and D).
Acetic acid was the most abundant in the colon of all mice
independently of the group, followed by propionic and butyric
acids. There was a significant increase in acetic acid in the
proximal gut of mice that drank fructans (P < 0.05) compared
to the HF_ST and ST groups; however, in the medial gut, there
were no significant differences in acetic acid between groups;
whereas in the distal colon, the mice fed with the ST diet
throughout 10 weeks showed a significantly lower acetic acid
concentration (P < 0.05) compared to HF_ST + A, HF_ST + O
and HF_ST groups (Fig. 3B). The amount of propionic acid was
significantly higher (P < 0.05) in the proximal gut of HF_ST + A
and HF_ST + O groups compared to HF_ST and ST groups;
however, only the HF_ST + A group had a significant increase
of propionic acid (P < 0.05) in the medial gut (about 37%) and
in the distal intestine (approximately 51%) compared to
HF_ST + O, HF_ST and ST groups (Fig. 3C). Moreover,
the mice that received agavins or inulin showed a significantly
higher concentration of butyric acid in the proximal gut (P <
0.05) compared to the HF_ST group; finally, only the HF_ST +
A group presented a significantly higher butyric acid
concentration in the medial and distal segments of the intes-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

tine (P < 0.05) in relation to HF_ST + O, HF_ST and ST groups
(Fig. 3D).

Satiety hormone response

Portal plasma GLP-1 concentrations were significantly higher
in mice that drank water added with agavins or inulin (P <
0.05) with respect to HF_ST and ST groups (Fig. 4A); however,
only overweight mice that received inulin (HF_ST + O) had a
significantly lower ghrelin concentration (P < 0.05) compared
to HF_ST + A, HF_ST and ST groups (Fig. 4B). On the other
hand, insulin concentrations were higher in mice that con-
sumed either agavins or inulin (P < 0.05) compared to HF_ST
and ST groups (Fig. 4C); finally, leptin levels were significantly
lower in mice that received agavins or inulin (P < 0.05) in
relation to the HF_ST group; interestingly, HF_ST + A and
HF_ST + O groups had very similar leptin concentrations than
that in the ST group (Fig. 4D).

Principal component analysis (PCA)

A PCA of all variables considered or measured in this study
(body weight, glucose, triglycerides, cholesterol, SCFAs, pH
and hormones) is shown in Fig. 5A. The first and second prin-
cipal components (PCs) were responsible for 64% of the total
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and methods.

variance. PC1 shows a clear separation of ST and HF_ST
groups but an overlap was observed for HF_ST + A and HF_ST
+ O groups. PC1 (42%) was controlled mainly by the butyric
acid concentration in the medial intestine, propionic acid in
the proximal gut and portal GLP-1 levels, whereas PC2 (22%)
was controlled by triglyceride, glucose and cholesterol concen-
trations in the mice blood (Fig. 5B).

Discussion

In this study we evaluated the effect of HF diet consumption
for 5 weeks followed by a shift to a ST diet along with addition
of fructans for 5 more weeks. As expected, mice on the HF diet
showed a 30% increase in the body weight as well as a rise in
glucose (9%), triglyceride (79%) and cholesterol (38%) concen-
trations in the blood (features often associated with the meta-
bolic syndrome) compared to mice that were fed with a ST
diet. The results obtained on mice fed with the HF diet might
be associated with a change in the gut microbiota of the
animals as previously reported.'*'?*° Moreover, it is known
that a gut microbiota change as a result of a HF diet consump-
tion is a key factor for obesity development, insulin resistance
and other metabolic syndrome hallmarks.>"*?

3724 | food Funct, 2015, 6, 3720-3727

Fructans are fermented in the large intestine where acetate,
propionate and butyrate acids are generally produced. A clear
difference in the fermentation between short DP agavins and
inulin was observed (Fig. 3). Agavins with DP,, = 8 were slowly
fermented in the proximal gut, then, a significant increment
in the medial and distal guts was observed, probably due to
their intrinsic structural complexity.'®'*?* On the other hand,
inulin (linear fructans) with DP,,, = 5 were mainly fermented
in the proximal gut as reported by Cani et al.’

A pH drop in the three gut sections of both mice groups
that consumed fructans was observed due to an increase in
total SCFA compared to HF_ST and ST groups (Fig. 3). The pH
drop might change the gut microbiota composition and
promote the growth of probiotic bacteria, preventing the over-
growth of pathogenic bacteria sensitive to pH as previously
reported.>**® In contrast, the overweight mice that only
received a shift to the ST diet but no fructans showed signifi-
cantly higher pH values in the three gut sections. Therefore,
the sole change of diet was not sufficient to reverse the gut
microbiota alterations (dysbiosis) induced by consumption of
the HF diet,”® whereas the diet shift and fructan supplemen-
tation favorably changed the intestinal microbiota and
improved the overweight mice health.™

In this work, it was observed that only HF ST + A and
HF_ST + O groups reverted the metabolic disorders induced by

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 5 PCA. (A) Scores plot of all parameters investigated in this study in
overweight mice fed with a standard diet (O), standard diet added with
agavins (A) or inulin (¢) for 5 weeks. The ST group () is healthy mice fed
with a standard diet. (B) Loadings plot of the two first PCs. BW, Body
Weight; GLU, Glucose; TG, triglycerides; COL, cholesterol; AAP, AAM
and AAD, acetic acid concentration in the proximal, medial and distal
gut respectively; PAP, PAM and PAD, propionic acid concentration in the
proximal, medial and distal gut respectively; BAP, BAM and BAD, butyric
acid concentration in the proximal, medial and distal gut respectively;
pH P, pH M and pH D, pH values in the proximal, medial and distal gut
respectively; GLP-1, glucagon-like peptide-1; GHRE, ghrelin; INS, insulin;
LEP, leptin.

the HF diet (Table 1). In other words, fructans selectively
modulated the gut microbiota along the large intestine
through SCFA (acetate, propionate and butyrate) production.?”

Acetate and propionate are delivered to the liver via the
portal vein where the rise in the ratio of propionate to acetate
may potentially decrease lipogenesis.” In addition, propionic
acid has been reported to inhibit fatty acid synthesis in vitro
and has a positive influence on host metabolism by regulation
of intestinal gluconeogenesis.>® Then, the significant incre-
ment observed in propionic acid only in the gut content of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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overweight mice that received the agavins and inulin (Fig. 3C)
can be associated with the decrement in triglycerides and
cholesterol, and these values were similar to those observed in
healthy mice (ST group) (Table 1). Moreover, the HF_ST group
showed higher triglyceride and cholesterol concentrations,
demonstrating or proving that a simple diet change is not
enough to improve the overweight mice metabolic disorders.

On the other hand, butyrate is largely utilized in the colon
by the L cells, these cells are responsible for releasing GLP-1
(potent insulinotropic hormone) which inhibits food intake
(leading to reduce gain weight), lowers blood glucose,
decreases glucagon secretion and enhances insulin secretion
by pancreas p-cell.>* ' Butyric acid increased significantly in
the gut content of mice that consumed either fructans type.
However, the HF_ST + A group showed a higher butyric acid
concentration in the medial and distal gut versus the HF_ST +
O group that presented a higher concentration of this acid in
the proximal gut, and this behavior might be due to the pre-
biotic structural differences. Besides, both mice groups that
consumed fructans showed a significant increment in GLP-1
levels in the portal vein when compared to HF_ST and ST
groups (Fig. 4A). The GLP-1 increment in HF_ST + A and
HF_ST + O might be related to the low food intake, low body
weight gain, glucose levels (Table 1) and the significantly
higher insulin concentration in the portal vein (Fig. 4C).

Ghrelin is another hormone involved in food intake regu-
lation, and in the HF_ST + O group this hormone was inversely
correlated to the GLP-1 in the portal vein.®**?* Short DP linear
fructans are fermented preferentially in the proximal colon
and butyric acid is known to be responsible for the GLP-1
increment; these are the key events in the GLP-1 increment in
the portal vein and consequently, a decrement in peripheral
ghrelin.” The HF_ST + A group presented a higher GLP-1 con-
centration (66%) and lower ghrelin (8%) but the HF_ST + O
group had a GLP-1 increment of 53% and ghrelin reduction of
43% when compared to HF_ST and ST groups (Fig. 4B). The
slight reduction of ghrelin concentration in the HF_ST + A
group might be due to the complex agavins structure, that
induced fermentation principally in the medial and distal
intestine compared to inulin.

A HF diet consumption has been associated with leptin
resistance and since leptin is primarily involved in food intake
and energy homeostasis, it is also linked to the regulation of
glucose homeostasis and numerous gastrointestinal func-
tions.** Interestingly, HF_ST + A and HF_ST + O groups
showed a decrease in leptin concentration and moreover, these
values were similar to those observed for the ST group
(Fig. 4D). The reduction of leptin levels in mice that received
either agavins or inulin might also be related to the lowered
food intake and body weight observed in the animals.

The PCA plot confirmed that there was a remarkable differ-
ence between the overweight mice that consumed agavins or
inulin and the other two mice groups (Fig. 5A). Despite the
large structural differences and fermentation sites favored by
HF_ST + A or HF_ST + O groups in the gut, the observed sys-
temic effects by both fructans were similar. The PCA loading
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indicate that the fructan consumption influenced the SCFA
concentration and hormone (GLP-1 and insulin) secretion.
Interestingly, the body weight, ghrelin and leptin were closely
associated with the HF_ST group (Fig. 5B). Finally, the PCA
plot suggests that the SCFA increment, GLP-1 and insulin
levels, as well as ghrelin and leptin decrement could be the
most important parameters affected by HF_ST + A and HF_ST
+ O showing an overall decrease of the metabolic disorders
(glucose, triglycerides, cholesterol and body weight) as shown
in Table 1 and Fig. 1, 3 and 4.

Conclusions

Agavins from Agave tequilana reverted the metabolic disorders
induced by consumption of a HF diet, showing in general,
similar systemic effects to inulin, despite the great structural
differences between fructans. Agavins reduced food intake,
body weight, glucose, triglycerides and cholesterol in over-
weight mice, and these effects were associated with the higher
SCFA (propionic and butyric acid) levels in the gut content
and hormones such as GLP-1, leptin and insulin in the portal
vein. On the other hand, overweight mice that were only
shifted to the ST diet showed a body weight loss, however, the
metabolic alterations observed in these animals due to 5
weeks on the HF diet were not reverted. Therefore, a diet
change along with a prebiotic consumption of such agavins
present a huge potential to improve the metabolic disorders
associated with being overweight.
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