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(57) Resumen

La presente invencion se refiere a productos de Agavinas y composiciones de la misma asi como su elaboracién y su
uso en la alimentacion y en la medicina ya que este tipo de fructanos tienen un efecto prebiético mayor que las inulinas
comerciales estimulando de manera mas eficiente el crecimiento de algunos tipos de bifidobacterias ademas de tener
un efecto significativo sobre la reduccién en la ganancia de peso corporal y la ingesta de alimento, asi como también el
aumentar excrecion de heces, disminuir las concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol en estado post-pandrial,
asi como aumentar la concentracion del péptido-1 tipo glucagon (GLP-1), por lo que su impacto en el control y manejo de
obesidad y diabetes y otra enfermedades relacionados es de gran importancia.

(57) Abstract

The present invention refers to Agavinas products and the compositions thereof, as well as their manufacture and use
in food and medicine, since these types of agave fructans have a prebiotic effect higher than that of commercial insulin,
thus stimulating in a more efficient manner the growth of some types of bifidobacteria, also significantly reducing weight
gain and food intake, as well as increasing faeces excretion, reducing the concentrations of glucose, triglycerides and
cholesterol in a postpandrial state, increasing the concentration of the glucagon like peptide (GLP-1), so that the impact
thereof over the control and handle of obesity and diabetes, and further related diseases, is of great importance.
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Composiciones de agavinas y su uso en la reduccion de ingesta de alimentos

Campo de la invencion.

La presente invencion se refiere a productos de agavinas y composiciones de la misma asi
como a su elaboracion y su uso en la alimentacion y en la medicina para modificar y
modular la composicién de la flora bacteriana en el intestino grueso de animales, asi como
para disminuir la ingesta de alimento y energia, reducir la ganancia de peso corporal,
ayudar a la excrecion de heces, disminuir las concentraciones de glucosa, triglicéridos y
colesterol, en estado post-pandrial, asi como aumentar la concentracion del péptido-1 tipo
glucagon (GLP-1) por lo que su impacto en el control y manejo de obesidad y diabetes y
otras enfermedades relacionadas con éstas es de gran importancia.

Antecedentes de la invencion.

Las agavinas son carbohidratos del tipo de los fructanos que son extraidos de plantas del
Orden Liliales como por ejemplo plantas de Agave y de Dasylirion.

Las agavinas son estructuralmente diferentes a las inulinas y por lo tanto con funciones y
propiedades diferentes (Lopez, 2003).

Sanchez-Marroquin y Hope (1953) y Bathia y Nandra (1979) reportaron a los fructanos tipo
inulina como los principales carbohidratos de reserva en A. tequilana y A. americana. Sin
embargo, en estudios mucho mas recientes, Lopez y col. (2003) reportaron la estructura
molecular para los fructanos de A. tequilana Weber var. azul, la cual consiste de una
mezcla compleja de fructo-oligosacaridos presentando principalmente enlaces B(2-1), pero
también observaron enlaces del tipo B(2-6), con ramificaciones y con glucosa terminal o
interna (figura 1).

Realizando el analisis estructural de los fructanos de Agave, Mancilla-Margalli y Lopez
(2006) reportaron las diferencias estructurales entre los fructanos de Agave dentro de las
mismas especies pero que crecieron en diferentes regiones ambientales. La
heterogeneidad estructural observada, puede ser atribuida a los mecanismos de
adaptacion de la planta para sobrevivir en &reas hostiles. Mancilla-Margalli y Lépez
clasificaron a los fructanos de Agave en 3 grupos principales dependiendo del grado de
polimerizacion (DP) y la abundancia de enlaces (tabla 1) con 2 diferentes estructuras,
siendo estas, graminanos y Agavinas (figura 2).
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Tabla 1

Grado de polimerizacion estimado para los fructanos de Agaves y Dasylirion

Grupo DP estimado
|
A. angustifolia Oax 32
A. tequilana Jal 18
A. potatorum QOax 15
A. angustifolia Son 13
Il
A. cantala Oax 11
Dasylirion spp. Chih 9
A. fourcroydes Yuc 6
n
A. tequilana Gto 7

México es considerado el centro de origen y biodiversidad del género Agave, debido a que
un gran namero de especies se encuentran dentro de su territorio. Estas plantas presentan
metabolismo acido de las Crasulaceas (CAM) y su principal producto fotosintético son los
fructanos (graminanos y Agavinas).

Debido a la configuracion B del carbono 2 anomérico en sus mondémeros de fructosa, los
fructanos son resistentes a hidrdlisis por las enzimas digestivas humanas y pueden llegar
a ser fermentados por la microflora col6nica que producen acidos grasos de cadena corta
(SCFA). Los fructanos poseen numerosas propiedades nutracéuticas, siendo una de ellas
su efecto prebidtico. Un prebiético es un ingrediente alimenticio no digerible que en el
hospedero que estimula selectivamente el crecimiento o actividad de algunas bacterias en
el colon que pueden mejorar la salud del hospedero. En este sentido, la solicitud MX
04011739 hace mencién de las agavinas de diferentes origenes y su efecto prebidtico
sobre diferentes bacterias prebibticas tales como: Bifidobacterium y Lactobacillus. Su
efecto fue mejor que el observado para la gran mayoria de las inulinas comerciales.
Existen multiples documentos que refieren a productos, composiciones y usos de los
fructanos tipos inulina, pero hasta la solicitud MX 04011739 no existe ninguno que se
refiera a las Agavinas.

La solicitud WO 93/02566 (Raffinerie Tirlemontoise SA, 1993) describe una composicion
de inulina y fructo-oligosacaridos que tiene efectos bifido-estimulantes pero sin efectos

nutricionales y de salud.
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La solicitud WO 96/03888 (UNILEVER NV, 1996) se refiere a productos comestibles de

inulina para untar (Raftiline R LS y Fibruline R) pero no menciona que tenga efectos
nutricionales y para la salud.

La solicitud WO 02/066517 A1 (Legorreta Peyton Enrique y Ogura Fujii Tetsuya, 2002)
describe un método de procesamiento del agave para la obtencion de inulina y con ello la
produccion de polvo y soluciones que son usadas como un complemento alimenticio y
como un medio de cultivo para desarrollar fermentaciones de bacterias o levaduras.

En la industria alimentaria y de nutrimentos, la oligofructosa se utiliza ampliamente como
un reemplazo parcial bajo en calorias o reemplazo total de azucar, proveyendo dulzura,
cuerpo y sensacion agradable en la boca, mientras que la inutina con un DP de al menos
10 y menor a 20, se utiliza como un reemplazo parcial o completo bajo en calorias para el
azucar en combinacion o no con uno 0 mas edulcorantes de alta intensidad que proveen
cuerpo y sensacion agradable en la boca; como un mejorador de textura y como un
reemplazo bajo en calorias para la grasa. El uso de los fructanos como un reemplazo de
grasa resulta a partir del hecho de que los fructanos pueden formar con agua una particula
en gel con una estructura estable, homogénea, cremosa y con excelentes propiedades
organolépticas.

Se ha descrito que la oligofructosa y la inulina tienen efectos preventivos y terapéuticos
con respecto a la génesis y crecimiento de ciertos canceres tales como cancer de colon
WO 98/52578 (Tiense Suikerraffinaderij NV, 1998) y cancer de mama EP 0692252
(Raffinerie Tirlemontoise SA , 1996).

Los efectos en contra del cancer de mama parecen estar relacionados con un efecto
inmunomodulador, particularmente con un efecto estimulante del sistema inmune, de la
oligofructosa, inulina y/o sus productos de fermentacion, principalmente acidos grasos de
cadena corta (SCFA) (Namioka, 1991).

Con respecto al cancer de colon en la ya citada solicitud de patente WO 98/52578 se ha
reportado que la inulina de cadena larga (DP>20) es mas efectiva para prevenir la génesis
de este tipo de cancer y para inhibir su crecimiento, que la oligofructosa (DP <10).

En estudios con humanos voluntarios saludables los cuales eran ligeramente
hiperlipidémicos, se encontré6 que el consumo de oligofructosa o inulina tiene efectos

benéficos sobre el metabolismo de lipidos, puesto que el consumo resulta en una
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reduccion del nivel de trigliceridos y del colesterol en suero (principalmente colesterol LDL)

en comparacion con un tratamiento control placebo (Brighenti, 1999) y (Jackson, 1999).
Ademas, se han encontrado en varios estudios los efectos positivos del consumo de
oligofructosa e inulina sobre la absorcidn intestinal de minerales, particularmente calcio,
magnesio y hierro asi como la densidad mineral ¢sea.

En el solicitud de patente EP 1125507A1 (Tiense Suikerraffinaderij NV, 2001) se describen
productos de inulinas, composiciones y su uso para modular y modificar la composicion de
la flora bacteriana y el patrobn de fermentacion de inulina en el intestino grueso de
animales. El producto de inulina consiste de una mezcla de un componente de inulina
facilmente fermentable (DP<10) y un componente de inulina dificiilmente fermentable
(DP>20).

Los fructanos afectan procesos fisiolégicos y bioquimicos en ratas y humanos lo que
ocasiona una mejora en la salud y reduccidén en el riesgo de muchas enfermedades,
estimulando el sistema inmunolégico y disminuyendo los niveles de bacterias patogénicas
en el intestino. Asi mismo alivian el estrefiimiento, disminuyen el riesgo de osteoporosis
incrementando la absorcion mineral, reducen el riesgo de ateroesclerosis disminuyendo la
sintesis de triglicéridos y acidos grasos en el higado y disminuyen su nivel en sangre. La
inulina y los fructo-oligosacaridos también reducen la incidencia de cancer de colon. Como
se menciond anteriormente, los fructanos modulan el nivel hormonal de insulina y
glucagon disminuyendo los niveles de glucosa en sangre, asi como también se ha
reportado que modulan los niveles del peéptido-1 tipo glucagon (GLP-1), siendo este
péptido de gran relevancia actualmente como posible agente terapéutico en el tratamiento
de la obesidad y la diabetes.

La diabetes es una enfermedad grave que se relaciona con la incapacidad del cuerpo para
producir (tipo I) o regular (tipo 2) insulina, la cual controla los niveles de glucosa en la
sangre. La prevalencia de la diabetes aumenta rapidamente entre la poblacion, llegando a
predecirse que para el afio 2025, México podria ocupar el séptimo lugar dentro del
panorama epidemioldgico de esta enfermedad a nivel mundial. En nuestro pais, la
diabetes se ha convertido en la primera causa de muerte, superando a las enfermedades
cardiovasculares, pero esta muy ligada con los fallecimientos por infartos, aseguran
especialistas (Smith, 2007; SSA, 2005).
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Las consecuencias de esta enfermedad pueden ser bastante severas, incluyendo

problemas al corazéon y al riiidbn, mala circulacion ocasionando amputacion de las
extremidades, problemas de vision llegando a presentarse ceguera, una disminuida
calidad de vida con una consecuente muerte prematura (Smith, 2007).

Las principales causas que conllevan a la mayor prevalencia de la diabetes son una
ganancia de peso excesivo y obesidad, asi como factores hereditarios.

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

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

La DMT2 resulta tanto de la resistencia a la insulina como de la secrecién defectuosa de
esta hormona. La resistencia a la insulina se presenta como una consecuencia de la
obesidad, de un estilo de vida sedentario y del envejecimiento, ocasionando hiperglicemia
y diabetes, elevada presion sanguinea y dislipidemia, siendo definido todo lo anterior como
sindrome metabdlico.

Las personas con obesidad central (androide), en quienes la grasa se acumula alrededor
de la cintura, presentan un riesgo mayor de hacerse resistentes a la insulina. No es una
coincidencia que los casos de DMT2 hayan aumentado de forma paralela al incremento
mundial del sobrepeso y la obesidad, hasta el punto de que la DMT2 recibe el nombre de
diabesidad.

En la actualidad, las terapias para el tratamiento de la DMT2 radican en reducir la
hiperglicemia. Sin embargo, las terapias tienen limitada eficacia, limitada tolerabilidad y
efectos secundarios considerables, siendo de particular importancia mencionar que la
mayoria de los tratamientos muestran una tendencia hacia la ganancia de peso corporal y

a episodios de hipoglucemia (Arulmozhi y Portha, 2006).
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Una nueva terapia que esta emergiendo es la que se basa en la accion de la hormona

incretina GLP-1.

El hecho de que GLP-1 induzca Ia sintesis y la secrecién de insulina, aunado a que su
actividad es dependiente de glucosa, indica que pueda aportar alguna ventaja sobre otros
farmacos para el tratamiento de la diabetes. Ademas, disminuye los niveles de glucagon,
retrasa el vaciado gastrico, reduce la ingesta alimentaria y puede aumentar la sensibilidad
a la insulina y favorecer la neogénesis de células B de los islotes pancreaticos (Arulmozhi
y Portha, 2006; Drucker, 2005; Knauf y col., 2005; Meier y col., 2002).

El GLP-1 es un producto del gen proglucagon que se expresa tanto en las células a
pancreaticas, como también en las células L de la mucosa intestinal, uno de los tipos de
células mas abundantes en el intestino (Majsov y col., 1986; Bell y col., 1983). El GLP-1 se
sintetiza del precursor de glucagon, el cual no solamente codifica para GLP-1, si no
también para glucagon, principal fragmento de proglucagon, glicentina, oxintomodulina y
GLP-2 (Druker, 2005; Bell y col., 1983).

Se ha estimado que mas del 50% de la secrecién de insulina post-pandrial es atribuida a
las hormonas peptidicas intestinales. Esta respuesta se debe al efecto incretina y es
definida como la accion de hormonas peptidicas liberadas por el intestino en respuesta a
la ingestion de nutrientes por via oral para estimular la liberacién de insulina en
concentraciones importantes fisioldgicamente (Meier y col., 2002; Nauck y col., 1986).
Actualmente el tratamiento para la DMT2 incluye dieta, ejercicio y una variedad de agentes
farmacolégicos. Sin embargo, el hecho de que GLP-1 induzca la sintesis y la secrecién de
insulina, aunado a que su actividad es dependiente de glucosa indican que GLP-1 puede
aportar alguna ventaja sobre otros farmacos.

Periféricamente el GLP-1 afecta la motilidad intestinal e inhibe la secrecidn de glucagon.
En el sistema nervioso central, el GLP-1 induce saciedad, lo que conlleva a una menor
ganancia de peso corporal. En el pancreas, induce expansion de la masa de las células B,
ademas de la estimulacion de secrecion de insulina dependiente de glucosa (Drucker,
2006; 2005; MacDonald y col., 2002).

Como se menciond anteriormente, el GLP-1 se produce en las células L intestinales en

respuesta a la ingestion de nutrientes, de carbohidratos principalmente.
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Dentro del sistema nervioso central, el GLP-1 actia como un transmisor inhibiendo el

comportamiento alimenticio, es decir, generando saciedad (Larsen y col., 1997; Turton y
col., 1996).

Los efectos de GLP-1 en las células de los islotes pancreaticos incluyen un aumento de la
secrecion de insulina de las células B, dependiente de la ingesta; un aumento de la
secrecion de somatostatina de las células d y una disminucion de la secrecion de glucagon
de las células a. Estas acciones contribuyen a la disminucién de la produccién de glucosa
hepatica (Aruimozhi y Portha, 2006; Drucker, 2006). |
La accion de GLP-1 en las células B es mediada por la union del péptido a receptores
transmembranales acoplados a proteinas G. La activacion de estos receptores causa un
incremento en la concentracion de cAMP intracelular y la activacion de protein cinasa A
(PKA). GLP-1 actua directamente a través de la ruta CAMP/PKA para aumentar y
sensibilizar a las células 3 a la secrecion de insulina estimulada por glucosa.

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

Diversos modelos han mostrado que el tratamiento con GLP-1 estimula la regeneracion de
células B y la diferenciacion de células ductales pancreaticas en células secretoras de
insulina (Hui y col., 2001; Xu y col., 1999). Siendo esto otra ventaja sobre otros inductores
de la secrecion de insulina, los cuales llegan a ser ineficaces después de varios afos de
tratamiento. (Groop y col., 1989).

La obesidad es el primer factor de riesgo para la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). La razén
de esta asociacidn tan estrecha entre obesidad y DMT2 es la resistencia a la insulina.

Cuando la resistencia a la insulina se combina con una disminucion en la secrecion de
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insulina por las células pancreaticas. (Beysen y col.,, 2002; Kopelman, 2000) puede

presentarse DMT2.

Los cambios fisioldgicos responsables de las manifestaciones clinicas de la DMT2
incluyen la secrecién defectuosa de la insulina, el aumento en la producciéon de glucosa
por el higado, la resistencia a la accién de la insulina en tejidos sensibles a ella (mUsculo,
tejido adiposo e higado) y los niveles altos en sangre de triglicéridos y acidos grasos
libres.

La obesidad es una enfermedad cronica que se caracteriza por un aumento de la masa
grasa y en consecuencia por un aumento de peso. Existe entonces, un aumento en las
reservas energeticas del organismo en forma de grasa. De acuerdo con la primera ley de
la termodinamica, la obesidad es consecuencia de un desequilibrio entre el consumo y el
aporte de energia (Marti y col., 2004; Barbany y Foz, 2002; Beysen y col., 2002). El
término cronico se le aplica debido a que forma parte del grupo de enfermedades que no
se pueden curar con los medicamentos terapéuticos que existen actualmente (Barbany y
Foz, 2002).

La obesidad es un problema muy complejo, que resulta de la combinacién de influencias
genéticas, comportamientos individuales, cultura y factores econémicos y ambientales.
México dentro del panorama mundial se sitla como el segundo pais con el mayor
porcentaje de su poblacion padeciendo de obesidad, después de Estados Unidos (OECD
Factbook, 2006).

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

En definitiva, el tracto gastrointestinal y el sistema nervioso central participan
conjuntamente tanto en la regulacion del apetito a corto y mediano plazo, como en el
control del gasto energético y por lo tanto, en la homeostasis energética y en la estabilidad
de peso y composicidon corporal (Solomon y Martinez, 2006).
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Los medicamentos antiobesidad pueden ser clasificados de acuerdo a su mecanismo

primario de accion en el balance de energia, dentro de los cuales encontramos cuatro
clases generales; 1) Los inhibidores de la ingesta de energia (0 supresores del apetito)
reduciendo la percepcion de hambre, incrementando la sensacién de saciedad, esto se
logra actuando a nivel cerebral; 2) los inhibidores de la absorcion de grasas a través de
mecanismos de accion gastrointestinales sin alterar la quimica cerebral; 3) mejoradores
del gasto de energia incrementando la termogénesis, sin requerir incremento en actividad
fisica; y 4) estimuladores de la movilizacién de grasas los cuales reducen la masa grasa
y/o disminuyen la sintesis de triglicéridos (Campfield y col., 1998).

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

Se ha mostrado que la incretina GLP-1 reduce la ingesta calérica y genera saciedad, muy
probablemente via receptores especificos dentro del sistema nervioso central, lo que
resulta en una reducida ganancia de peso corporal y menor tejido adiposo en
experimentos con animales (Meier y col., 2002; Zander y col., 2001; Gutzwiller y col.,
1999; Flint y col., 1998; Turton y col., 1996).

Meier y col. (2002) mencionan que GLP-1 muestra efectos anorexigénicos y puede tener
un gran potencial en la farmacoterapia de la obesidad.

Por lo anterior, es importante contar con productos derivados de agave y composiciones
que las contengan para disminuir la ingesta de alimento y energia, y al mismo tiempo
reducir la ganancia de peso corporal e incrementar las concentraciones de péptido-1 tipo
glucagon (GLP-1), esto con la finalidad de proporcionar productos que puedan coadyuvar

al control de la ingesta de alimentos, con lo cual también se permite prevenir, manejar y
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tratar condiciones patologicas asociadas a una mayor ingesta de alimentos, tales como

diabetes, obesidad y enfermedades relacionadas.

Objetivos de la invencion.

En un objetivo de la presente invencion proporcionar un producto de Agavinas obtenidas
de plantas del Orden Liliales como por ejemplo: plantas de Agave y de Dasylirion que
presentan propiedades nutricionales benéficas y mejoradas para humanos y animales, en
comparacion con productos de otros tipos de fructanos tal como la inulina.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar un producto de Agavinas con efecto
prebidtico que ayude a modificar y modular la composicion de la flora bacteriana en el
intestino grueso de animales.

Otro de los objetivo de la presente invencion es proporcionar productos de Agavinas y
composiciones que las contengan, asi como su elaboracion y su uso en la alimentacion y
en la medicina ya que ayuda en la disminucién de la ingesta de alimento y energia, en la
reduccién de la ganancia de peso corporal, en la mayor excrecidn de heces, disminucion
del tejido epididimal, disminucion de las concentraciones de glucosa, ftriglicéridos y
colesterol asi como el aumento de la concentracion del péptido-1 tipo glucagon (GLP-1)
por 1o que tienen impacto en el control y manejo de obesidad y diabetes asi como su
potencial para prevenir y tratar otras enfermedades tales como la osteoporosis y el cancer.
Es un objetivo adicional de la presente invencion proporcionar el uso de las Agavinas y
composiciones de las mismas para la preparacion de productos y composiciones para
generar efectos nutricionales, en particular los referentes al control de peso, la regulacién

de la glicemia y del control y modificacion de la flora intestinal en animales.

Breve descripcion de las figuras.

Figura1. Se muestra la estructura molecular basica de los fructanos de A. tequilana
Weber var. azul.

Figura 2. Se muestra la clasificacidn de los fructanos de Agave y Dasylirion.

Figura 3. Se muestra el esquema general de trabajo de los experimentos in vitro
conforme a la presente invencion.

Figura4. Se muestra el esquema general de trabajo de los experimentos in vivo

conforme a la presente invencion.
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Se muestra una cromatografia de capa fina de los fructanos de Dasyilirion spp.

(DSC), Agave tequilana Weber var. azul. de Gto (ATG), Raftilosa®Synergy1
(RSE), A. fourcroydes Yuc (AFY), A. angustifolia Son (AAS) y Raftiline®RGR
(RNE). STD, estandar. Xil, xilosa; Glu, glucosa; Fru, Fructosa, Sac, sacarosa;
DP3, 1-cestosa; DP4, nistosa; DPS, fructosil-nistosa.

Se muestra el efecto de diferentes fructanos en el crecimiento de
Bifidobacterium adolescentis (a), B. animalis (b), B. bifidum (c), B. breve (d), B.
infantis (e) y B. longum (f) incubados anaerobicamente a 37°C en presencia de
10g de fructanos/L. Los resultados son la media de 3 determinaciones
independientes + SEM. Las diferencias fueron consideradas significativas
cuando P < 0.05. 0.D, Densidad éptica; CIS, Cichorium intybus Sigma; DVS,
Dahlia variabilis Sigma; RNE, Raftiline®GR; RSE, Raftilosa®Synergy1; ATJ, A.
tequilana Weber var. azul de Jal, ATG, A. tequilana Weber var. azul de Gto;
AAO, A. angustifolia Oax; AAS, A. angustifolia Son; APO, A. potatorum Qax;
ACO, A. cantala Oax; AFY, A. fourcroydes Yuc; DSC, Dasylirion spp. Chih.

Se muestra el efecto de diferentes fructanos en el crecimiento de Lactobacillus
acidophillus (a), L. casei (b), L. paracasei (c) y L. rhamnosus (d) incubados
anaerobicamente a 37°C en la presencia de 10 g de fructanos/L. Los
resultados son la media de 3 determinaciones independientes + SEM. Las
diferencias fueron consideradas significativas cuando P < 0.05. OD, Densidad
optica; CIS, Cichorium intybus Sigma; DVS, Dabhlia variabilis Sigma; RNE,
Raftiline®GR; RSE, Raftilosa®Synergy1; ATJ, A. tequilana Weber var. azul de
Jal; ATG, A. tequilana Weber var. azul de Gto; AAO, A. angustifolia Oax; AAS,
A. angustifolia Son; APO, A. potatorum QOax; ACO, A. cantala Qax; AFY, A.
fourcroydes Yuc; DSC, Dasylirion spp. Chih.

Se muestra la ganancia de peso corporal. STD, Estandar, RAF, raftilosa Pags;
ATG, A. tequilana Weber var. azul Gto. DSC, Dasylirion spp. Chih. Valores
promedio (n = 8) con SEM. Valores con letra diferente fueron estadisticamente
diferentes (P < 0.05).

Se muestra la ingesta de energia total. STD, Estandar, RAF, raftilosa Pgs; ATG,
A. tequilana Weber var. azul Gto.; DSC, Dasylirion spp. Chih. Valores promedio
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(n = 11) con SEM. Valores con letra diferente fueron estadisticamente

diferentes (P < 0.05).

Figura 10. Se muestra el efecto de la dieta sobre el peso del ciego en ratones. STD,
Estandar, RAF, raftilosa Pgs; ATG, A. tequilana Weber var. azul Gto.; DSC,
Dasylirion spp. Chih. Valores promedio (n = 8) para cada pardmetro evaluado
con SEM. Valores con letra diferente fueron estadisticamente diferentes (P <
0.05).

Figura 11. Se muestra la concentracion intestinal de GLP-1 (7-36) amida. STD, Estandar,
RAF, raftilosa Pgs; ATG, A. tequilana Weber var. azul Gto.; DSC, Dasylirion
spp. Chih. Valores promedio con SEM. Resultados con diferente letra fueron
significativamente diferentes (P < 0.05). Ciego: n = 8 para STD, RSE y DSC y n
= 6 para ATG; Colon proximal: n = 7 para STD, DSC y ATG y n = 6 para RAF;
Colon medio y distal: n = 7 para todos los grupos.

Figura 12. Se muestra la concentracién de GLP-1 (7-36) amida en vena porta. STD,
Estandar, RAF, raftilosa Pgs; ATG, A. tequilana Weber var. azul Gto.; DSC,
Dasylirion spp. Chih. Valores promedio con SEM. Resultados con diferente
letra fueron significativamente diferentes (P < 0.05). n = 5 para STD, n = 6 para
RSE y DSC y n = 8 para ATG.

Descripcion detallada de la invencion.

La presente invencion describe composiciones alimenticias que contienen agavinas
provenientes de plantas de Agave, las cuales permiten disminuir la ingesta de alimento y
energia, por lo que dichas composiciones reducen la ganancia de peso corporal. Asi
mismo permiten mediante su consumo, una mayor excrecidn de heces, disminucion en las
concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol y un aumento significativo en la
cantidad de péptido-1 tipo glucagon (GLP-1). Debido a estas propiedades, las
composiciones de la presente invencién son utiles en la disminucién de peso corporal
mediante la reduccidén del consumo de energia a través de los alimentos, lo que permite
utilizarse para el control de obesidad y enfermedades que se relacionan con ésta, o bien
para controlar el nivel de ingesta de alimentos.

Las composiciones descritas aqui comprenden fructanos aislados de Agave denominados

agavinas, los cuales permiten proporcionar los efectos de reduccion de ganancia de peso
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cuando son consumidos. Para efectos de la invencion puede utilizarse cualquier agavina

que proporcione dichos efectos, como por ejemplo agavinas obtenidas de Agave tequilana
Jal., Agave tequilana Gto., Agave angustifolia Oax., Agave angustifolia Son., Agave
potatorum Oax., Agave cantala Oax., Agave fourcroydes Yuc., Dasylirion spp. Chih. o
mezclas de las mismas. Sin embargo, en una modalidad preferida de la invencion, las
agavinas obtenidas de Agave tequilana Gto. y de Dasylirion spp Chih. son las que mas se
prefieren debido a que ofrecen un mayor potencial prebiotico, abriendo nuevas alternativas
como ingredientes alimenticios y/o ingredientes promotores de bienestar y salud.

Las agavinas utilizadas en la presente invencién comprenden los compuestos de los 3
grupos principales de fructanos de agave tales como los grupos |, Il y lll, clasificados con
base en el grado de polimerizacion (DP) y la abundancia de enlaces (Mancilla-Margalli y
Lépez, 2006), asi como los compuestos que se observan en la figuras 1 y 2. Aunque la
inclusion de cualquiera de dichos compuestos o sus mezclas en las composiciones de la
invencién permiten proporcionar los efectos benéficos que exhiben dichas composiciones,
se prefiere la utilizacion de los compuestos de los grupos Il y Il

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse solas o combinadas
con los alimentos con la finalidad de reducir la ganancia de peso corporal, asi como
coadyuvante para controlar los niveles de glucosa, trigliceridos y colesterol. Por otra parte,
el consumo de las composiciones de la invencion permite inducir [a sintesis y la secrecion
de insulina debido a que son capaces de estimular la produccion de GLP-1, por lo que
pueden ser utiles para condiciones patolégicas como la diabetes donde la produccién de
insulina es necesaria. Debido a tos multiples efectos benéficos que proporciona para la
salud el consumo de las composiciones de la invencion, dichas composiciones pueden
utilizarse para controlar o incluso disminuir los niveles de colesterol, triglicéridos y glucosa
en sangre, con lo cual pueden ocuparse como productos alimenticios convenientes en el
control de dichos compuestos en sangre, principalmente en dietas especiales aplicadas en
terapias donde dicho control es importante.

Adicionalmente las composiciones de la invencidén proporcionan efectos prebidticos muy
convenientes debido a que su consumo permite estimular el crecimiento de bacterias
probioticas de mejor forma que otros fructanos, ya que son capaces de estimular el
crecimiento de dichas bacterias (Bifidobacteria y Lactobacilli, por ejemplo) debido

posiblemente a las estructuras ramificadas que presentan los fructanos de Agaves. Debido
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a ello, las composiciones de la presente invencion resultan tener un gran potencial como

ingredientes alimenticios y/o ingredientes promotores de bienestar y salud.

Las composiciones de la invencion también pueden incluir componentes que no inhiban el
efecto prebidtico y de disminucion de ingesta de alimento y energia y que permitan a la
vez obtener diversas presentaciones 0 mejoras en el sabor o aspecto de las mismas tales
como excipientes, saborizantes, estabilizadores, conservadores o adyuvantes
comunmente conocidos en la elaboracién de alimentos.

Para efectos de la invencion, las composiciones descritas aqui comprenden una
concentracion de agavinas del orden de 50% al 100% en peso con respecto del peso total
de la composicion. Asi mismo, las composiciones de la invencién se pueden adicionar a
los alimentos en proporciones del 2 al 10% en peso con respecto del peso total de la
composicién alimenticia, siendo perfectamente compatibles con ingredientes alimenticios
tipicos tales como proteinas, grasas y carbohidratos presentes en la mayoria de los
alimentos.

Las composiciones descritas aqui pueden ser administradas en forma de composiciones
comestibles sdlidas, polvos, liquidos, geles o cualquier otra forma que resulte conveniente
para su consumo.

Las composiciones de la invencion pueden ser obtenidas mediante métodos
convencionales conocidos en el estado del arte, mediante la mezcla de los diversos
ingredientes que sean de interés junto con las agavinas seleccionadas en las cantidades y
proporciones que resulten adecuadas. Sin embargo son preferibles aquellos métodos que
permitan conservar las propiedades de las agavinas en dichas composiciones.

En comparacion con composiciones alimenticias que comprenden fructanos de baja
complejidad quimica tales como las inulinas comerciales, las composiciones de la
invencion proporcionan efectos mayores y mejorados con las mismas cantidades de
principios activos, asi como mayores efectos benéficos con su consumo, como por
ejemplo el proporcionar efectos prebidticos al mismo tiempo que proporciona efectos de
reduccion en la ingesta de alimento y por ende en la ganancia de peso corporal. Debido a
ello, las compaosiciones de la invencion proporcionan mayores y mejores beneficios que las
composiciones conformadas unicamente por fructanos del tipo de las inulinas.

Como una manera de ilustrar la presente invencion se muestran los siguientes ejemplos

sin el proposito de limitar su alcance.
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Ejemplo 1. Metodologia.

Materiales de agavinas e inulinas.

Para la obtencion de Agavinas se utilizaron tanto el material vegetal de plantas del Orden
Liliales como por ejemplo plantas de Agave y de Dasylirion de diferentes regiones del
territorio nacional, tales como:

o Agave tequilana Jal. (ATJ),

e Agave tequilana Gto. (ATG),

¢ Agave angustifolia Oax (AAO),

o Agave angustifolia Son (AAS),

¢ Agave potatorum Oax (APQO),

e Agave cantala Oax. (ACO),

¢ Agave fourcroydes Yuc. (AFY), y

o Dasylirion spp. Chih. (DSC).

Asi mismo se utilizaron inulinas comerciales con fines de comparacion, tales como:
¢ Achicoria Sigma (CIS),
¢ Dalia Sigma (DVS),
¢ Raftiline GR (RNE),
o Raftilosa Synergyl 1 (SER), y
« Raftilosa P95 (RAF).

Extraccion de los Fructanos de Agaves y Dasylirion spp.

Los fructanos de Agaves y Dasyiirion spp. se extrajeron de acuerdo al método reportado
por Lopez y col. (2003). Brevemente, 100 g de pifia de Agaves y Dasylirion se extrajeron
con solucion alcohdlica al 80% y agitacién continua por 1 h. Las muestras se filtraron y el
material vegetal (que corresponde al pellet) se re-extrajo con H,O por 30 min. Los
sobrenadantes se mezclaron con cloroformo para eliminar asi la fraccion lipidica. La fase
acuosa se concentro por evaporacion rotatoria bajo presion reducida. Posteriormente las
muestras se liofilizaron y se almacenaron en un desecador, hasta que fueran requeridas

para los siguientes analisis.
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Cromatoqgrafia de Capa Fina (TLC).

La deteccion y caracterizacion preliminar de los fructanos de Agaves y Dasylirion se
realizo por TLC. Se aplicd 1 L de la muestra (20 mg/mL) en placas de silica gel (10 X 10
cm). Las placas se corrieron en una camara de TLC, usando como fase moévil
propanol:agua:butanol (12:4:3). El agente revelador empleado fue difenilamina-anilina-

acido fosfarico.

Metodologia in vitro.

Como esquema general de trabajo para los experimentos in vitro se siguio el
procedimiento descrito en la figura 3.

Crecimiento bacteriano.

Se utilizaron cepas probidticas de Bifidobacteria y Lactobacilli siguiendo el método
reportado por Gibson y Wang (1994) con algunas modificaciones. Se us6 el medio de
Mann Rogosa y Sharpe (MRS); en el caso de Bifidobacteria el medio de cultivo se
suplementd con L-cisteina. Se aplicé un inoculo bacteriano de 1% en 10 mL de medio de
cultivo. Las bacterias se crecieron bajo condiciones anaerdbicas por 20 h a 37°C. Para
evaluar el efecto de los diferentes fructanos en el crecimiento bacteriano, el medio se
prepar6 sin glucosa. Se adicionaron los fructanos como Unica fuente de carbono a una

concentracion de 10 g/L. El crecimiento bacteriano se midié por densidad 6ptica a 630 nm.

Fermentacién de carbohidratos.

Como un indicador de la produccién de los acidos grados de cadena corta (SCFA) por las
bacterias probidticas se evalu6 el cambio de pH del medio de cultivo, tanto al inicio del
experimento como después del periodo de incubacion bacteriano, bajo las condiciones

descritas previamente, para lo cual se utilizé un medidor de pH digital Hanna Instrument.

Determinacion de acidos grasos de cadena corta por medio de cromatografia de liguidos
de alta resolucion (HPLC).

Después del periodo de incubacion, se toméd 1 mL del medio de cultivo para el anélisis de
los SCFA de acuerdo al método de Al-Tamimi y col. (2006). En breve, la muestra se
centrifugd X 5 min en una microcentrifuga Eppendorf para remover las células bacterianas
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y cualquier material no solubilizado que pudiera interferir con el analisis de HPLC. Se

utiliz6 una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) y como eluyente se usé el H,SO, 5mM a
una velocidad de flujo de 0.6 mL/min y la temperatura de operacion de 50°C. Los acidos
fueron detectados por UV a una longitud de onda de 220 nm y calibrado contra el estandar
correspondiente a una concentracion de 10 a 100 mM. El volumen de inyeccién fue de 20
HL.

Metodologia in vivo.

En cuanto al esquema general de trabajo para los experimentos in vivo, se sigui6 el

procedimiento descrito en la figura 4.

Materiales.

Raftilosa Pgs (Orafti, Belgium) (RAF) es una mezcla de fructanos con un DP promedio de
4.8. Los fructanos de A. tequilana Weber var. azul de Gto. (ATG) fueron analizados por
MALDI-TOF-MS (datos no mostrados) y presentaron un intervalo de DP de 3 hasta 22 con
mayor abundancia entre 7 y 9, mientras que en el caso de los fructanos de Dasylirion spp.
de Chihuahua (DSC) mostraron un intervalo de DP de 3 a 20.

Animales v dietas.

Se utilizaron 32 ratones macho C57Bl/6J de 12 semanas de edad de los Laboratorios
Charles River de Francia, los cuales se mantuvieron bajo condiciones de humedad y
temperatura controladas y un ciclo de luz:oscuridad de 12 h. Los ratones se dividieron en 4
grupos, 8 ratones por grupo, 4 ratones por jaula, de acuerdo a la dieta (Suplementada o no
con fructanos). Antes de iniciar el experimento, los ratones se sometieron a un periodo de
aclimatacion de 6 dias, después de dicho periodo, los ratones control (dieta STD) se
alimentaron con la dieta estandar A04 (UAR, Villemoisson-sur-Orge, Francia), mientras
que los ratones alimentados con las dietas suplementadas con fructanos, RAF, ATG y
DSC recibieron una dieta preparada mezclando 90 g de la dieta estandar A04 con 10 g de
los fructanos correspondientes (Raftilosa Pgs, A. tequilana Weber var. azul de Gto. y
Dasylirion spp. de Chih., respectivamente). La dieta estandar A04 contenia lo siguiente:
(9/100 g peso seco) proteina 19.3 (mezcla equivalente de proteinas de soya y de
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pescado), carbohidratos provenientes de maiz, trigo, cebada y salvado 70.4; lipidos 3.0;

mezcla mineral 6.0 y mezcla de vitaminas 1.3.

Ingesta de alimento, peso corporal y heces.

La ingesta de alimento y el peso corporal se monitorearon tres veces por semana y la
colecta de heces se realiz6 una vez por semana evaluando la produccion de heces en 24
horas. El promedio de la ingesta energética diaria (kJ/d) se calculé como sigue: ingesta de
alimento (g) X valor energético de la dieta (kJ/g). El valor energético de la dieta estandar
fue de 13.86 kJ/g, mientras que para las dietas suplementadas con fructanos fue de 13.08
kJ/g.

Muestras de sangre.

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

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

Las muestras de sangre se centrifugaron y el suero se almacend a -80°C. La
concentracion de GLP-1 (7-36) amida se midio usando un kit ELISA especifico para este
peptido sin reactividad hacia GLP-1 (9-36) amida, GLP-2 o glucagon (GLP-1 active ELISA
kit; Linco Research).

Muestras de tejidos.

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

mRNA y péptidos.



10

15

20

25

30

19
El higado, tejido epididimal y ciego se pesaron, posteriormente el higado se secciond, una

parte se congelé inmediatamente en N; y luego se almacené a (-80°C) para andlisis de
lipidos (niveles de triglicéridos, colesterol y acidos grasos no esterificados), y la otra
seccion del higado se congeld en isopentano y se almaceno a -80°C para los andlisis

histologicos con tincion de hematoxilina/eosina.

Analisis de higado.

Las muestras de higado se homogenizaron con buffer de fosfatos y la determinaciéon de
triglicéridos, colesterol y acidos grasos no esterificados se realizd como previamente se
describié para las muestras de sangre después de una extraccion con cloroformo-metanol
de acuerdo al método de Folch y col. (1957). La concentracion de proteina se determind
por el método de Bradford utilizando albumina de suero bovino como estandar (Bradford,
1976).

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

La extraccion de GLP-1 (7-36) amida de segmentos intestinales se realizé con una
solucién de etanol-acido clorhidrico. Las muestras se homogenizaron y se llevaron a 4°'C
por 24 h. El homogenado se centrifugb y se colectd el sobrenadante para posteriormente
diluirlo 100 y 250 veces en solucion salina para ciego y colon, respectivamente. La
concentracion intestinal de GLP-1 amida (7-36) se midio como previamente se describid

para las muestras de sangre.

Aislamiento del acido ribonucleico.

El RNA total fue aislado de cada segmento intestinal de acuerdo a Chomczynski y Sacchi
(1987) usando el reactivo de aislamiento TriPure. Se utilizaron aproximadamente de 50-
100 mg de tejido intestinal para extraer el RNA total. La cantidad y pureza del RNA se
determiné por espectroscopia ultravioleta (UV) a 260 y 280 nm.

Reaccion en cadena de la polimerasa - trascripcion reversa (RT-PCR).

Para realizar la RT-PCR se utilizd 1 pg de RNA y el kit para RT-PCR. Los primers de
interés para la amplificacién del cDNA fueron las secuencias sentido y antisentido del gene

proglucagon y B-actina. Se desarrollaron 23 ciclos para la deteccion de los transcritos de




10

15

20

25

30

20
proglucagon y B-actina. Para verificar una posible contaminacién se utilizaron tubos control

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

desarrolld usando un método fluorimétrico.

Ejemplo 2. Analisis de Fructanos por Medio de Cromatografia de Capa Fina (TLC).
Una vez que los fructanos se extrajeron y que se prepard una solucion de 20 mg/mL de
cada uno de ellos, se analizaron por TLC para visualizar sus diferencias en el perfil de DP
(Figura 5). Los fructanos de Dasylirion spp. (DSC) mostraron una mayor proporcion de
fructanos con bajo DP comparados con los fructanos de las otras especies, seguido por A.
tequilana Weber var. azul de Guanajuato (ATG), esto (inicamente basado en la intensidad
de la mancha en el origen de la aplicaciéon de la muestra, la cual fue débil para estas
muestras, pudiendo asumirse que DSC muestra un perfil de fructanos con DP menor a 20.
Para el caso de los fructanos comerciales, Raftilosa®Synergy1 (RSE) mostré una gran
cantidad de fructanos de bajo DP comparado a Raftiline®GR (RNE). No se observaron
diferencias marcadas entre los fructanos de A. fourcroydes de Yucatan (AFY) y A
angustifolia de Sonora (AAS). Un importante punto que cabe remarcar, es que en todos
los casos de los fructanos de Agaves y Dasylirion, se pudo observar la presencia de una
mancha entre DP2 y DP3, la cual corresponde a los fructanos de tipo neo reportado por
Mancilla-Margalli y Lopez (2006).

Ejemplo 3. Efecto prebiotico de Agavinas in vitro.

Despues de observar el perfil de DP de los diferentes fructanos de Agaves, se analiz6 su
efecto prebidtico in vitro utilizando bacterias probidticas, tanto del género Bifidobacterium
como de Lactobacillus, en donde se pudieron observar diferentes efectos en la
estimulacion del crecimiento de ambos géneros bacterianos (ver figuras 6 y 7).

En general, el medio suplementado con fructanos DSC mostré el mejor crecimiento de
Bifidobacteria (figura 6), independientemente de la especie, solamente en el caso de B.
breve (figura 6d), DSC no mostrd diferencia significativa respecto a RSE. La segunda
mejor fuente de prebidticos fue ATG, seguido por ACO en B. adolescentis (figura 6a), por
RSE en B. animalis (figura 6b), B. breve (figura 6d) y B. longum (figura 6f), en el caso de
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B. bifidum (figura 6¢). ATG no mostré diferencia significativa respecto a RSE, AAS, APO,

ACO y AFY y finalmente, para B. infantis (figura 6e) fue similar a ACO.

Para Lactobacilli (figura 7), los fructanos de DSC fueron de nuevo mejores prebiéticos, con
una mayor estimulacidn del crecimiento de todas las especies de este género comparado
con el resto de los fructanos, con la excepcion de L. acidophillus (figura 7a), DSC no fue
significativamente diferente a AAS; ademas fue seguido por ATG y este no mostrd alguna
diferencia comparado a ACO y a AAS en L. casei (figura 7b) y L. rhamnosus (figura 7d).
Con L. acidophillus (figura 7a), ATG, AAS y ACO fueron similares a RNE, RSE y a AFY.
Esos resultados concuerdan con lo reportado por McKellar y Modler (1989), donde ellos
mencionan que las inulinasas de Bifidobacterium spp. fueron mas activas contra fructanos
de la serie neo y menos activas contra inulinas. Si la naturaleza de los carbohidratos
determina la fermentabilidad de los mismos es una pregunta que rara vez se ha manejado
(Cummings y Macfarlane, 2002).

En relacion a este punto, van Laere y col. (1997) evaluaron el rompimiento de diferentes
fructooligosacaridos, respecto a su composicion y tamafio molecular, por varias especies
bacterianas incluyendo géneros de Bifidobacteria y Lactobacilli. Los autores observaron
que los fructooligosacaridos fueron extensivamente fermentados por la mayoria de las
bacterias, excepto por Clostridia. Por otra parte, los carbohidratos de bajo DP fueron
utilizados mejor o0 quizas de una forma mas rapida por Bifidobacteria.

Por lo tanto, la estructura de los carbohidratos y la especie bacteriana presente en el
ecosistema son definitivamente factores determinantes en el control de la fermentacion de
prebidticos. En la presente invencion, DSC con valores de DP de 3a 20 y ATG de 3 a 22
estimularon mejor el crecimiento de ambos géneros bacterianos. Un comportamiento
similar fue observado con RSE y RNE, siendo RSE una mezcla de mayores cantidades de
bajo DP comparado con RNE, tal como reportaron Al-Tamimi y col. (2006), donde el
crecimiento de Bifidobacteria fue estimulado en diferente magnitud dependiendo del peso
molecular de los arabinanos y arabino oligosacaridos, por ejemplo, se observé un maximo
incremento en Bifidobacteria después de 48 horas con las fracciones de menor peso
molecular. Palframan y col. (2003) mencionaron que Bifidobacteria difirié en los perfiles de
fermentacion cuando se probaron en diferentes carbohidratos. Similarmente, en otros
trabajos, van Der Meulen y col. (2004) evaluaron el crecimiento de B. animalis en
diferentes fuentes de energia a través de fermentaciones a pequefa y gran escala. En



10

15

20

25

30

22
general, la fermentacién de los fructanos tipo inulina resulté en cambios en el crecimiento

y produccion metabdlica, debido a la preferencia sobre ciertos fructanos, especialmente
sobre los fructooligosacaridos.

En la presente invencidn, los fructanos con el DP méas grande fueron las inulinas
comerciales de Cichorium intybus (CIS) y los de Dalia variabilis (DVS), ambas inulinas
mostraron el menor efecto en la estimulacion en el crecimiento bacteriano para todas las
especies evaluadas (figuras 6y 7).

De acuerdo a los resultados reportados por Mancilla-Margalli y Lépez (2006), los fructanos
de Agaves fueron clasificados en 3 grupos dependiendo de los puntos de ramificacion y la
presencia de moléculas a-D-glucopiranosas terminales e internas, en donde DSC
pertenece al grupo Il y ATG es clasificado en el grupo Ill. Con lo anterior, se puede decir
que el mejor efecto prebidtico se encuentra en los fructanos de Agaves que pertenecen al
grupo Il y al Ill, teniendo dichos grupos la caracteristica de ser fructanos con estructuras
menos ramificadas y menor DP, mientras que los fructanos del grupo | poseen estructuras
altamente ramificadas y con mayores DP.

Por otro lado, los fructanos de la misma especie de Agave, pero de plantas que crecieron
en diferentes zonas geograficas, mostraron mayores diferencias cuando se evaluaron con
la misma especie bacteriana (figuras 6 y 7). Los fructanos de A. tequilana Weber var. azul
del estado de Jalisco (ATJ) muestran ser un sustrato pobre para todas las especies
bacterianas cuando se comparo con la misma especie de Agave pero que crecié en el
estado de Guanajuato (ATG). El mismo comportamiento se observd para A. angustifolia de
Sonora (AAS, grupo 1) y de Oaxaca (AAO, grupo 1), siendo AAS un mejor sustrato para
todas las especies bacterianas (figuras 6 y 7). Estos resultados pueden ser explicados en
base a la diversidad estructural dentro de las especies de Agave como lo mencionan
Mancilla-Margalli y Lopez (2006).

Otro importante parametro durante la fermentacion de fructanos, es la caida del pH en el
medio de crecimiento como una consecuencia de la produccion de acidos grasos de
cadena corta (SCFA). En la presente invencion la mayor caida de pH se observo en el
medio de cultivo que tenia como sustrato a los fructanos de Dasylirion spp. (DSC) con una
relacion directa entre el crecimiento bacteriano y la caida de pH la cual se puede apreciar
enlastabla2y 3.
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De estos resultados se puede mencionar que a mayor crecimiento, mayor caida de pH, lo

cual se ha reportado tiene efectos benéficos inhibiendo el crecimiento de bacterias
patégenas (Gibson y Wang, 1994).

Las concentraciones de los SCFA de 4 diferentes fructanos se enlistan en la tabla 4,
siendo lactico, formico y acetico los acidos detectados. Las concentraciones de los acidos
variaron dependiendo del sustrato usado por las diferentes bacterias tal como lo reportan
Shene y col. (2005), observandose mayor concentracion de los acidos con los fructanos
DSC, seguido por ATG. Con estos resultados se puede mencionar que en general, un
mayor crecimiento de las bacterias generé una mayor caida de pH y consecuentemente
una mayor concentracion de los acidos lactico, férmico y aceético, sin embargo, dentro de
una misma especie bacteriana se pudo observar que si se presentaba una concentracion
alta de acido lactico se observaba también una correspondiente baja concentracion de
acido formico y viceversa, una baja concentracion de acido lactico corresponde a una alta
concentracion de acido férmico. En este contexto, Palframan y col. (2003) mencionaron
que cuando Bifidobacteria se probd con diferentes fuentes de carbohidrato se observd una
alta produccién de lactato con una baja produccién de formato y bajos niveles de lactato
fueron generalmente obtenidos con una alta concentracion de formato.

De los 4 fructanos utilizados en la determinacion de los SCFA, RNE fue el que exhibid
menor estimulacién del crecimiento y menor caida de pH, esto se puede relacionar con las
menores concentraciones de dichos acidos detectados en el medio de cultivo.

La producciéon de los acidos acetico y lactico son de gran interés en la inhibicién de
patégenos intestinales como lo son Escherichia coli y Salmonella spp. Siendo conocido
que la propiedad inhibitoria del crecimiento de patdégenos conferido por Bifidobacteria
depende de la produccién de acidos organicos (van Der Meulen y col., 2004; Fooks y
Gibson, 2002; Ibrahim y Bezkorovainy, 1993).

En este contexto, ha sido reportado que Bifidobacteria y Lactobacilli no producen acido
butirico, lo cual juega un papel particularmente importante como fuente de energia
preferida por el epitelio coldnico y proporciona proteccién contra cancer de colon y colitis
(Pool-Zobel, 2005; Archer y col., 1998; Christl y col., 1996; Csordas, 1996), sin embargo,
los acidos acetico y lactico generados por esas bacterias han sido reportados como
precursores butirogénicos (Duncan y col., 20043; b; 2002).
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Para concluir, los fructanos de Agaves y Dasylirion fueron capaces de estimular el

crecimiento de bacterias probidticas en medio MRS mejor que ofros fructanos; pudiendo
esto ser debido al tipo de enlace, grado de polimerizacion y a las estructuras ramificadas
que presentan los fructanos de Agaves y Dasylirion. Bifidobacteria y Lactobacilli crecieron
mejor con los fructanos de menores DP. La técnica de HPLC fue util en fa determinacion
de los SCFA’s generados por la fermentaciéon de los fructanos, siendo detectados los
acidos acético, formico y lactico. Los fructanos de Agaves y Dasylirion ofrecen un
tremendo potencial prebidtico, abriendo nuevas alternativas como ingredientes

alimenticios y/o ingredientes promotores de bienestar y salud.

Ejemplo 4. Pruebas in vivo.

Después de haber realizado los experimentos in vitro se seleccionaron los dos fructanos
con mejores caracteristicas prebidticas, con los cuales se disefiaron los experimentos in
vivo, donde se evalud por primera vez el efecto del consumo de fructanos de A. tequilana
Weber var. azul de Gto. y de Dasylirion spp. de Chih. sobre los niveles de glucosa y lipidos
en un ensayo in vivo utilizando como modelo de estudio ratones macho C57BI/6J. Los
ratones se alimentaron con una dieta estandar o suplementada con fructanos (DSC, ATG
y RAF) al 10%. Los tratamientos con fructanos fueron bien tolerados por los ratones. En
general, el suplementar la dieta con fructanos disminuyé la ingesta de alimento (tabla 5),
asi como también, la ganancia de peso corporal (figura 8) y excrecion de heces (tabla 5)
comparado con la dieta estandar. En relacidn a la ingesta de alimento (tabla 5), los ratones
con la dieta suplementada con RAF o ATG comieron un 11% y 10% menos alimento que
las que se alimentaron con la dieta estandar, respectivamente. La ingesta de energia total
(figura 9) fue significativamente menor en todos los grupos alimentados con fructanos que
en el grupo estandar. Los ratones que recibieron las dietas suplementadas con fructanos,
ATG, DSC y RAF mostraron una ganancia de peso corporal significativamente menor
durante todo el periodo experimental (figura 8). Solo la dieta ATG incrementd
significativamente la excrecion de heces comparado con el grupo STD (17% mas, en base
seca), no siendo significativo el incremento para los otros grupos de fructanos, DSC y RAF
(tabla 5).
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Peso v contenido de lipidos de higado vy tejido epididimal.

Solamente la dieta suplementada con ATG disminuy¢ significativamente tanto el peso de
tejido epididimal como el de higado (tabla 5), mostrando una disminucion no significativa
en los niveles de colesterol hepatico en este grupo (tabla 6), siendo la Gnica modificacion

bioquimica observada.

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

En el estado post-pandrial las concentraciones de glucosa en sangre se vieron
disminuidas en 19, 15 y 14% en ratones alimentados con RAF, ATG y DSC,
respectivamente, cuando se comparoé contra la dieta STD (tabla 7). Las concentraciones
de triglicéridos (TAG) comparado contra la dieta STD se vieron reducidas en un 31%, 11%
y 7% en ratones alimentados con RAF, ATG y DSC, respectivamente. La reduccion en las
concentraciones de colesterol fue de aproximadamente de 20% en animales que
recibieron la dieta suplementada con fructanos independientemente del grupo, comparado
con la dieta STD. Los acidos grasos no esterificados (NEFA) no se vieron
significativamente modificados por ninguno de los tratamientos con fructanos. Los niveles
de glucosa y colesterol plasmaticos se correlacionaron positivamente con la ganancia de

peso corporal.

Analisis histoloqicos.

Los andlisis histoldgicos del higado no revelaron ninguna diferencia entre grupos. Se
observo una estructura normal de los hepatocitos arreglados en trabeculi centriportal tipico
en todos los grupos de dietas. La tincion de grasa con oil red se observo como reaccion
negativa.

Peso del ciego.

Los fructanos mostraron un efecto mas pronunciado en el peso del ciego total (figura 10).
Se observd un alargamiento significativo del ciego en los ratones alimentados con ATG a
casi el doble comparado contra la dieta STD; las dietas DSC y RAF incrementaron el peso
del ciego total en aproximadamente un 65%.
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mRNA de proglucagon intestinal (precursor) v niveles de péptido-1 tipo glucagon en

intestino y vena porta.

Los niveles de mRNA de proglucagon en el ciego (tabla 8) se incrementaron por mas del
30% en las dietas RAF y ATG, comparado contra la dieta STD, sin embargo, no se
observé efecto significativo para el grupo de DSC. La concentracion de GLP-1 en el ciego
fue mayor en las dietas suplementadas con fructanos. Las dietas de ATG, RAF y DSC
mostraron concentraciones equivalentes (expresadas como pmol/ciego) a 12.92 + 1.20,
11.65 £ 1.19 y 9.34 + 0.62, respectivamente, mientras que en el caso de la dieta STD, la
concentracion fue de 6.79 + 0.70.

Los niveles de mRNA de proglucagon medidos en el colon no fueron significativamente
diferentes entre grupos (tabla 8), excepto por un incremento moderado pero significativo
en el grupo ATG comparado contra el control en el colon medio. La cuantificacion del
contenido del péptido GLP-1 en los diferentes segmentos del colon (figura 6), reveld que
los ratones alimentados con la dieta suplementada con diferentes fructanos exhibieron una
mayor concentracion de GLP-1 que la dieta STD. Este incremento fue solo significativo en
el colon proximal nuevamente para la dieta ATG, en el colon medio para la dieta DSC y en
el colon distal para RAF.

Finalmente, cuando la concentraciones de GLP-1 se midieron en la vena porta (figura 12),
estas fueron mayores en los ratones alimentados con las dietas suplementadas con
fructanos independientemente del tipo de éste, comparado con la dieta STD; siendo casi el
doble en el grupo RAF contra el control.

Para concluir de los resultados in vivo, como se ha reportado previamente, el suplementar
la dieta con fibras solubles tiene efectos benéficos en pacientes con diabetes mellitus tipo
2, ya que ayuda a mejorar el control glicémico, disminuye la hiperinsulinemia y disminuye
las concentraciones de lipidos plasmaticos (Chen y col., 2003; Chandalia y col., 2000;
Vuksan y col., 2000; Anderson y col., 1999; Groop y col., 1993). La viscosidad de las fibras
se ha propuesto como una importante propiedad (Vuksan y col., 2000). Sin embargo,
algunas fibras tales como los cligosacéaridos no digeribles, pueden mostrar sus efectos a
pesar de que no tienen excelentes propiedades gelificantes y no modifican
sustancialmente la viscosidad al encontrarse en solucion.

La fermentacion de fibras genera acidos grasos de cadena corta (SCFA), pudiendo este
efecto estar implicado en la modulacion de la expresion del gen proglucagon a nivel
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intestinal y subsecuentemente, secretar los péptidos derivados de proglucagon como el

GLP-1 (Tappenden y col., 2003; Massimino y col., 1998; Reimer y McBurney, 1996).

Como se menciond anteriormente, el GLP-1 actia como una hormona incretina y es
conocido como un agente antidiabético que combina efectos insulinotrépicos y anorécticos
(Meier y col., 2002). El peptido-1 tipo glucagon juega un importante papel en disminuir los
niveles de glucosa en sangre principalmente a través de su habilidad de potenciar el
efecto estimulante de la glucosa sobre la secrecion de insulina en las células (-
pancreaticas (Holz y col., 1993). También afecta los niveles de glucosa en sangre a través
de su efecto inhibitorio de vaciado gastrico (Nauck y col., 1997), supresion del apetito
(Turton y col., 1996) y por medio de la inhibicion en la secrecion de glucagon de las
células a (Komatsu y col., 1989).

En la presente invencion se puede observar por primera vez el efecto del consumo de
fructanos de A. tequilana Weber var. azul de Gto. y de Dasylirion spp. de Chih. sobre el
metabolismo de glucosa y lipidos en un ensayo in vivo utilizando como madelo de estudio
ratones macho C57bl/6J. Los tratamientos con fructanos fueron bien tolerados por los
ratones, siendo el tratamiento ATG el unico responsable de un incremento en la excrecion
fecal. Los incrementos observados de peso del ciego y de la produccion de heces en la
presente invencién, concuerdan con otros trabajos previamente publicados, y son
atribuibles al consumo de fructanos por ratas y hamsteres (Trautwein y col., 1998;
Campbell y col., 1997; Delzenne y col., 1995). El efecto sobre el incremento en tejido del
ciego, refleja hipertrofia y sugiere un incremento en actividad bacteriana y esto a su vez,
sugiere un incremento en la produccion de SCFA como consecuencia de la fermentacion
defructanos por bacterias coldnicas (Trautwein y col., 1998; Campbell y col., 1997).
Algunos de los efectos positivos similares a los ya descritos en el estado del arte para los
fructanos tipo inulina se observaron con los fructanos ATG y DSC en la presente
invencion, los cuales son, una disminucion en la ingesta de energia y ganancia de peso
corporal, junto con una disminucion en glicemia y trigliceridemia. La trigliceridemia ha sido
considerada como un factor implicado en la obesidad de roedores (Ji y Friedman, 2003).
Por otro lado, en la presente invencion se observé una correlacion positiva entre los
niveles de glucosa, colesterol en sangre y la ganancia de peso corporal, sugiriendo que
estos parametros estan mas relacionados a la ingesta de energia y al desarrollo de la

masa grasa o tejido adiposo.
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Tabla 6.

Efecto de la dieta sobre los niveles de triglicéridos, colesterol y dcidos grasos no

esterificados en higado

STD RAF ATG DSC

Prom* SEM Prom* SEM Prom* SEM Prom* SEM

Triglicéridos 0.127°  0.01 0.125° 0.01 0.114* 0.01 0.127° 0.02

Colesterol  0.082* 0.00 0.102*® 0.01 0.076° 0.00 0.090® 0.01
NEFA 0.109* 0.01 0.122° 0.01 0.097° 001 0.096° 0.01

*Immol/mg proteina). STD, estandar, RAF, raftilosa Pes; ATG, A. tequilana
Weber var. azul Gto.; DSC, Dasylirion spp. Chih. NEFA, acidos grasos no
esterificados; Valores promedio (n = 8) para cada parametro evaluado con
SEM. Valores con letra diferente fueron significativamente diferentes (P <
0.05).

Tabla 7.
Concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol y acidos grasos no

esterificados en sangre

Glucosa* Triglicéridos™ Colesterol* NEFA*
Dieta Prom SEM Prom SEM Prom SEM Prom  SEM
STD 10.36% 0.27 1.40° 0.11 2.88* 0.12 1222 0.12

RAF 844> (038 0097° 008 240° 004 1122 011
ATG 8.76° 0.31 1.24® 009 240° 014  1.36* 0.1

DSC 891° 039 131® 008 230° 010 1.32* 0.11

* [mM]; NEFA, Acidos grasos no esterificados; STD, estandar, RAF, raftilosa Pgs;
ATG, A. tequilana Weber var. azul Gto.; DSC, Dasylirion spp. Chih. Valores
promedio (n = 8) para cada parametro evaluado con SEM. Valores con letra

diferente fueron significativamente diferentes (P < 0.05).
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Tabla 8

Niveles de mRNA de proglucagon en el ciego

Ciego* Colon proximal* Colon medio* Colon distal*

Dieta Prom SEM Prom SEM Prom SEM Prom SEM

STD 0.44% 003 0.65° 0.03 049 003 086* 0.13
RAF 060° 001 0.77° 0.05 0.51* 003 115 0.2

ATG 058™ 002 073 004 059° 002 084 012

DSC 048* 0.04 0.69° 0.04 0.50* 0.02 096 0.11

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

De los fructanos evaluados en la presente invencion, ATG fue el mas eficiente en cuanto a
la disminucion de ganancia de peso corporal, mientras que su efecto en glicemia y en
trigliceridemia fue menos pronunciado que el observado con RAF. Esto sugiere que la
disminucidn en peso corporal no es la (nica manera por la cual los fructanos probados en
la presente invencion pueden modular la homeostasis de glucosa y lipidos. Delzenne y
Kok mencionaron que el principal efecto sistémico de alimentar ratas con RAF, es una
disminucién en los niveles de triglicérido en sangre (Delzenne y Kok, 1999). Kok y col.
reportaron que la ingesta de RAF reduce glicemia post-pandrial e insulinemia en un 17% y
26% respectivamente, pudiendo esto estar implicado en una menor lipogénesis y
consecuentemente en la menor produccion de trigliceridos hepaticos (Kok y col., 1996;
Hillgartner y col., 1995).

La presente invencién confirma este aspecto, en cuanto a la disminucion de trigliceridemia
debido a RAF; mientras que los fructanos de Agaves y Dasylirion no mostraron efecto en
este parametro. Sin embargo, todos los tipos de fructanos disminuyeron significativamente

la glicemia. Esto sugiere, que una disminucion de trigliceridemia por efecto de la
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fermentacion de los fructanos no es necesariamente atribuible a una disminucién en la

disponibilidad de glucosa.

La fermentacidn intestinal ha sido tomada en consideracion en la interpretacion de los
efectos metabdlicos de los fructanos dietarios. La fermentacién de fructanos en el ciego-
colon conduce la produccién de SCFA, de los cuales el propionato ha sido reportado como
un inhibidor de la sintesis de lipidos hepaticos (Delzenne, 2003; Demigné y col., 1999; Kok
y col., 1998;1996).

Demigné y col. (1999) reportaron que el propionato disminuye la sintesis de colesterol.
Interesantemente se observa en la presente invencidn, una disminucion significativa en los
niveles de colesterol en sangre, asi como una disminucion significativa en colesterol
hepatico con el tratamiento de ATG solamente. Los efectos en comportamiento alimenticio
y de desarrollo fueron similares al comparar a los fructanos de Agave y Dasylirion con los
comerciales, es decir, con RAF. El efecto de los fructanos sobre la ingesta de energia no
es debida a un efecto directo de esos fructanos, si no que realmente se puede atribuir al
efecto metabolico en el ciego-colon, debido a la fermentacidn de dichos carbohidratos.

La fermentacion es un punto clave, ya que en ratas obesas Zucker, la administracion de
celulosa, la cual no es fermentable, en lugar de fructooligosacaridos, no permitio observar
alguna mejora en parametros relacionados a tejido adiposo, peso corporal y/o
metabolismo de lipidos (Daubioul y col., 2002). Sin embargo, y para apoyar la falta de un
efecto directo debido al tratamiento con fructanos, ratones con el receptor de GLP-1
bloqueado (ratones knockout o ratones tratados crénicamente con antagonistas al receptor
GLP-1) y sometidos a un tratamiento con fructanos tipo inulina, no exhibieron ningun
efecto en saciedad, peso corporal y tejido adiposo comparados a ratones que recibieron la
dieta basal correspondiente, mostrando con esto, que el efecto de los fructanos en
saciedad (y consecuentemente en peso corporal) son debidos a la interaccion con la
produccion de GLP-1 y puede no ocurrir a través de los fructanos per se (Cani y col.,
2006a).

El péptido-1 tipo glucagon (GLP-1) puede jugar un papel en la modulacion de la ingesta de
alimento y de la glicemia, ya que todos los tipos de fructanos incrementaron su
concentracién en la vena porta. Un incremento en el contenido del ciego de GLP-1 y de su
mRNA precursor (proglucagon) en diferente secciones del colon estan de acuerdo con la

hipotesis de que la mayor secrecion de GLP-1 en la vena porta, es resultado de un
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incremento en la expresion de proglucagon en las células L dependiente de la

fermentacion, estando presentes dichas células en la parte inferior del intestino, es decir,
ciego y colon (Reimer y col., 1997). Sin embargo, datos recientes sugieren que Raftilosa
puede incrementar el contenido coldnico de GLP-1 promoviendo la diferenciacion de las
células L (Cani y col., 2007). Se ha reportado que los SCFA estimulan la secrecion de
peptidos derivados de proglucagon, siendo el butirato el principal acido implicado en este
aspecto (Tappenden y col., 1998; Tappenden y McBurney 1998). Recientemente, Zhou y
col. (2006) por medio de analisis in vitro encontraron que el butirato incrementd la
expresion del gen proglucagon en una manera dependiente de la dosis (Zhou y col.,
2006). En la presente invencion se observa que el incremento del nivel de mRNA de
proglucagon y de GLP-1 en los diferentes segmentos intestinales fue diferente y
dependiente de la fuente de fructanos evaluada.

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

Flint y col. (1998) examinaron el efecto de una infusion intravenosa de GLP-1 sobre el
apetito. Ellos reportaron que GLP-1 aumento la saciedad y redujo la ingesta energética,
pudiendo entonces GLP-1 jugar un papel importante en la regulacion fisioldgica del apetito
y de la ingesta energética en humanos. Por otro lado, en el 2003, Piche y col. mostraron
que los fructanos fueron capaces de incrementar la produccion de GLP-1 por varias horas
después de la ingesta de alimento. En este contexto, Cani y col. (2006b) mostraron que
Raftilosa fue capaz de inducir saciedad en voluntarios humanos normales.
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Reivindicaciones.

1.

10.

1.

12.

Un producto de Agavinas obtenidas de plantas del Orden Liliales, como por ejemplo,
plantas de Agave y de Dasylirion utilizado como agente prebiotico para la estimulacion
del crecimiento de las bacterias Bifidobacterium animalis, B. bifidum, B. infantis, B.
longum, Lactobacillus acidophillus y L. rhamnosus.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 1 caracterizado por comprender
una concentracion de 10 g de frutanos/L de medio de cultivo bacteriano. '
El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 1 caracterizado porque los
fructanos de las Agavinas pertenecen al grupo Il y IlI, siendo fructanos con estructuras
menos ramificadas y menor indice de polimerizacion (DP).

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacidn 3 caracterizado porque durante
la fermentacion de fructanos por medio de las biffidobacterias, el pH del medio
desciende como consecuencia de la produccion de &cidos grasos de cadena corta
(SCFA).

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 4 caracterizado porque los
SCFA que se producen son los acidos: lactico, formico y acético.

El producto de Agavinas conforme a las reivindicaciones 1-5 utilizado para inhibir el
crecimiento de patdgenos intestinales, como por ejemplo Escherichia coli y Salmonella
spp.

El producto de Agavinas conforme a las reivindicaciones anteriores, preferentemente
obtenidas de Agave tequilana Gto. y de Dasylirion spp Chih.

E! producto de Agavinas conforme a las reivindicaciones 1-6 utilizado como promotor
de bienestar y salud en los animales.

Un producto de Agavinas obtenidas de plantas del Orden Liliales, como por ejemplo,
plantas de Agave y de Dasylirion caracterizado por estar en una concentracion del 10
% (peso/peso).

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacién 9, preferentemente obtenidas de
Agave Weber tequilana de Gto. y de Dasylirion spp. de Chih.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacién 9 empleado para disminuir la
ingesta de alimento.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 empleado para disminuir la

ganancia de peso corporal.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.
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El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 empleado como agente que

induce la saciedad del apetito.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 empleado como agente que
incrementa la excrecion de heces fecales obteniéndose un efecto benéfico en la
funcion intestinal.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacién 9 utilizado como agente que
disminuye las concentraciones de glucosa en animales en estado post-pandrial.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 utilizado como agente que
disminuye las comcentraciones de triglcéridos en animales en estado post-pandrial.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 utilizado como agente que
disminuye las comcentraciones de colesterol en animales en estado post-pandrial.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 utilizado como agente que
incrementa los niveles de mRNA de proglucagon en animales.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacién 9 utilizado como agente que
incrementa las concentraciones del péptido-1 tipo glucagon GLP 1 en animales.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 utilizado como agente
terapéutico contra enfermedades asociadas con la obesidad.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicacion 9 para preparar alimentos,
composiciones y medicamentos Utiles para promover y conservar el bienestar y la
salud de animales.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicaciones 11-18 utilizado como
medicamento o compuesto farmacéutico.

El producto de Agavinas conforme a la reivindicaciones 11-18 utilizado como un
alimento funcional, nutrimento funcional o complemento alimenticio.

Un metodo para preparar un producto, una composicion y/o un medicamentos que
contenga Agavinas el cual comprende mezclar un producto de agavina como se
define en las reivindicaciones 1 y 9 en relacién en peso como se define en las
reivindicaciones 2 y 9, con por lo menos otro componente, opcionalmente seguido por
llevar a la composicion a la forma deseada.

El uso de las Agavinas para producir productos, composiciones y medicamentos

para promover €l bienestar y la salud de animales.
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26. El uso de Agavinas para preparar productos, composiciones y medicamentos para

prevenir y tratar enfermedades relacionadas con la obesidad.

27. El uso de Agavinas para preparar productos, composiciones y medicamentos para
prevenir y tratar la diabetes mellitus.

28. El uso de Agavinas para preparar productos, composiciones y medicamentos para

prevenir y tratar enfermedades tales como cancer y osteoporosis.
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Resumen.

La presente invencion se refiere a productos de Agavinas y composiciones de la misma
asi como su elaboracién y su uso en la alimentacion y en la medicina ya que este tipo de
fructanos tienen un efecto prebidtico mayor que las inulinas comerciales estimulando de
manera mas eficiente el crecimiento de algunos tipos de bifidobacterias ademas de tener
un efecto significativo sobre la reduccion en la ganancia de peso corporal y la ingesta de
alimento, asi como también el aumentar excrecidn de heces, disminuir las concentraciones
de glucosa, triglicéridos y colesterol en estado post-pandrial, asi como aumentar la
concentracion del péptido-1 tipo glucagon (GLP-1), por lo que su impacto en el control y
manejo de obesidad y diabetes y otras enfermedades relacionadas es de gran

importancia.



Inulina

B(2-1)

Neoserie >
(Glucosa interna) Levano

B(2-6)

Figura 1




Graminanos Neofructanos (Agavinas)

Grupo |

duoasd

Grupo Il @ s
’\ /l;_ e ’ N min

(] ‘""; A R e o v
.‘/‘-\.\.. /"‘\ | f‘-\ i '1»3-\ W ﬂs\ ~-3 [ 0
/\ 7 | ) ' )
by e e
v e e

FIGURA 2




Condiciones de Crecimiento Bacteriano

-y 2 ) Medio de cultivo de Mann
AN T p Rogosa y Sharpe
. ‘.: \“:“«:ﬁ JA W f
AR Y l
T NN S
Concentracion final de fructanos
10 g/L

Bifidobacterium adolescentis (ATCC 15703)

B. bifidum (ATCC 29521)

B. breve (ATCC 15700) l

B. infantis (ATCC 25962)

B. longum (ATCC 15707)

B. animallis (ATCC 27536) Inoculo bacteriano
1%

Lactobacillus acidophillus (ATCC 4356)

L. casei (ATCC 393)

L. paracasei (ATCC 25302)

L. rhamnosus (ATCC 53103) Incubacion anaerobica
20 ha37°C
Crecimiento bacteriano pH del medio
630 nm
SCFA

FIGURA 3




£

ANTVIAWXS

ERY
QRATORIES

\
e o i
OCI0 Han e

VAVANIST

Ratones machos C57BI/6J
de 12 semanas de edad

|

Dieta
100 g Fructanos / Kg dieta

Monitoreo de peso corporal e
ingesta de alimento

Heces y sangre

l

Sacrificio

8 ratones / grupo
4 ratones / jaula

» Estandar

» Raftilosa Py,

» A. tequilana

» Dasylirion spp.

Dos veces / semana

Una vez / semana
5 semanas

Dia 37

!

Sangre

Ciego proximal
Colon < Medio

Higado Distal

Tejido epididimal

FIGURA 4




S vidnold

PIS 3INY SVV AdV 3SH O1v 3Sd PIS




9 VinNolId

SE3ETET 2 e m Ay P> mREg
O = o ~ O
E203»w0038ESH Momu%mmm
L L [ Ll L 1 1 IS N— OO L. 1 ! Il | K| OO
LRSI [S95 7. |
o o - Je iNoG umom
pe b] lﬁom p2 _uuonvuuov|v.0\.l
a - S $29 poq oq )
q F90 &S - 90 o
. u - u
- - 80 2 o - 80 2
e Mloﬁ e OIO.—
o 2 2 WVVHHG ‘GWVWWWVVHHG
O O Q - (@)
%moowomu%mmqu EXc0vnbadE&sa
Qg0 s [[E==970R0"
=g = [ 8
Byop ybyo e jop o) - B A ¢ \m q -0 —
opo = ot >
aq q L9 & e 90 o
= =
g0 2 -80 2
e
O:O.— DIO.~
IEBEZEE R REYq o2 > > om @
8<0C®w0o2RES n%835553582%¢
T W R N N T S S N § L=t 00 L L ) ! L . L L L .
LU0 ™% o TONONOI000
» - 20 | :
o -0 g
P po - ¥0 o sep| |sop PR Ly Q
oq =N opo po apo i =
. o 2q (o
e qe roow q 1©.OW
- 80 & -80 2
==
PL o1 ° ®Lot




4 dnNold

©

o

00
A
o ©
90 2
80 §
01

C)S

‘“I-H

00
- C0
- ¥0
- 90
- 80

a

@)

(wu 0g9)

>
®
O
oq

J8d
AdV
010)%

°Hd

- 00
-0
- ¥0
- 90
- 80
- 01

(wu 0g9) O




(4+]
senssbiaie
I ] § T
n o w0 0
N N -— o

(6) jesodiod osad ap eioueues

DAS

TEQ

RAF

STD

FIGURA 8



(uojeu/p/ry) eibiaus ap eysabuj

RAF ATG DSC

STD

FIGURA 9



0L VaNOId

osdam

ol1oeA obal) oj}a|dwod obaln

OlVH dvidmE dlsO

00
- G°0
- 0°L
- G'L

T
S
N

- §°¢C
- 0°¢C

- G°¢C

uojes ap |esodiod osad [ap 9,




Ll VdNold

osd il

leysiqg

oIpaN

olviB

dvVd

als il

jewixold

=)
N
d19

Q
(o]
(6/1owd) epiwe (9¢-7) 1




(7/10wd) epiwe (9¢-2) 1-d19

DSC

ATG

RAF

STD

FIGURA 12



	Bibliography
	Claims
	Drawings
	Description

