UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
AREA ACADEMICA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
Y ALIMENTOS

Evaluacion del efecto hipoglucémico del aguamiel
obtenido de Agave salmiana en ratas Wistar con
diabetes inducida.

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIA DE LOS ALIMENTOS

PRESENTA
Q.A. LOURDES GONZALEZ SALITRE

DIRECTOR
DR. JAVIER CASTRO ROSAS

CO-DIRECTOR
DRA. IZA FERNANDA PEREZ RAMIREZ

TULANCINGO DE BRAVO, HGO. SEPTIEMBRE DE 2017




Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo

Instituto de Ciencias Agropecuarias

COORDINACION DE INVESTIGACION Y POSGRADO DEL ICAp

Actas de la reunion del Comité de Tesis de Maestria en Ciencia de los Alimentos
Apertura:

La reunién ordinaria para evaluar los avances de la tesis titulada: “Evaluacion del efecto hipoglucémico
del aguamiel obtenido de Agave salmiana en ratas Wistar con diabetes inducida”, que desarrolla la
estudiante Q.A. Lourdes Gonzalez Salitre.

Asistentes:
Dr. Javier Castro Rosas
Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapa
Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez
Dra. Esmeralda Rangel Vargas
A. Revision de Trabajo de Tesis

Observaciones:

El comité reviso con antelacion el trabajo de tesis en extenso propuesto por la estudiante, comunicando a la
estudiante, Lourdes Gonzalez Salitre, oportunamente las correcciones, adiciones y/o modificaciones que
deberia considerar para mejorar su trabajo y poder continuar con el proceso de obtencion de grado. la
estudiante atendio de forma conveniente las sugerencias del comité.

T 2 g
-y @
En esta fecha, se comunica atentamenteque él\
nuestra autorizacion para que el estudiante i
necesarios para la obtencion del grado'

%
adafégr los profesores firmantes, otorgamos
arjp final.de tesis, y continde con los tramites

ﬁ\lzi,’

e (T3
¢

Tulancingo de Bravo, Hidalgo a 30 de agosto de 2017.

Dr. Javier Castro Rosas N\

Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapa

Dra. |Iza Fernanda Pérez Ramirez

Dra. Esmeralda Rangel Vargas = o

2007. 44007,
S % 2T
LaTR § SemTR 8 E5R ) SOCIAMENTE
4 ] M
g < AT{\,-g RESPONSABLE
48 a2V 18 ga




_@n}ﬁerdﬂsze, a 45 manuta bonita, /or fodo fu amor 7 d/&fa durante foda mi vida, gue Jz'e'ﬁ%rz bas creids en n,
aungue Jz may&rz’a‘ de Jas veces dices gue 7o sabes Jo gue bago, /era J’Zéﬂ}ﬁff estis aﬁ'/@m @ajw‘mze, T \)%720.

ﬁ mz'/d/zfo chuls, f&r a gue JZ&W%H’;‘ Lamaste ur Jdcnﬁ'czb, gue ba valids Ja fﬁza cada dia de no verfe, esperc
rurca %czzz%zrfe, Jracz'cza‘ /or Sarntas aterciones 7 /ar Sario amor, fZ jﬂ?ﬁ.

@D i, una dedicatoria meuy eyzcz'af a s /671167505 anzores Pavid 84 @z{_&@ saber gue Jos amo demasiado,
720 /rez%iz% ser ur 7’6}7}6& /aryzze 720 ﬁ Jaj, /e‘m e?era gue zzsz%aés fgfrm Jz%eranfe mas gue f&, Jz'eﬂ%rf ﬁs d/afd/‘é

7S /eyzze;?a; Sraviesos.



Agradecimientos

A Dios, por prestarme vida para realizar todos mis propésitos y suefios hasta el momento.

Al Doctor Javier C. por guiarme en este camino de investigacion con un tema bastante

interesante

Al Doctor Carlos G. Aldapa, por su apoyo en estos dos afios y hacernos saber que no todo se

basa en investigar si no también en socializar

A mi hermana, por brindarme tu apoyo no solo en estos 2 afios de maestria, sino también en

mi carrera y de paso gracias igual a tu esposo.

A mi hermano, que igual le has batallado, y como hermanos siempre unidos, y a la nueva

hermana y la nueva consentida.

A mis amigas Emme, Gris y Liz, excelentes amigas de posgrado, todas ayudandonos a resolver

dudas de todo tipo y por todas las platicas tan interesantes, las quiero.
A mi amiga Sol y Liz, porque a pesar de ya no trabajar juntas, siguieron apoyandome, las quiero.

Finalmente, a Coco, me hiciste terminar de redactar la tesis en una semanay por todo tu apoyo

gracias, te quiero



indice

REIACION A8 TADIAS. .....ceiiiiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e e e e e e Vv
REIACION 0 FIQUIAS ... et e e e e e e e e e e e et e e e e e eaaa s Vi
RElACION € grafiCas.........iieiiiiiiii et e e e e e e e a s Vil
GlOSAIIO AE TEIMINOS ...ttt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Vi
RESUMEN. ... e e s r e 1
Y 013 = Lo PP PTTT TR 2
R [ 011 oo [0 Tox ol o IR TORPPRPPP 3
VA - T (oo I (=T o o FA PP PPPPUPPPPPPTP T 5
0 R o - Y PP 5
2.1.1  DeSCrPCION DOLANICA ......uuiieiiiiii e e e e e e e e e eaeeens 5
2.1.2  USOS Al AQAVE ... aaana 6

A Ao |1 = 1 01 = PSPPI 8
2.2.1 Proceso de extraccion tradicional del aguamiel. ..........cccccooiiiiiiiiie 8
2.2.2  Composicion fisicoquimica del aguamiel ................eiiiiiiiiiiii e 9

P2 T o (U (o1 =1 3 [0 S PP PRSP 10
2.3. 1 FOS Y A0AVE....u it 11
2.3.2  Actividad biolOgICa 0E AQAVE .......cceeeeiiie e 11

2.4 DIADELES ... .ot e aaaeaea s 15




2.4.1 Clasificacion y diagnostico de la diabetes............ccooiiiiiiiiiiiii e, 17

2.4.2 Factores de riesgo Y tratamiento...........ooeeeiieiiiiiie e 20

G TN 1§11 To7= o3 0] o PSS SOPPPPPPPPN 23
N © ] ][ 1 1o PSSP PPPPPPPPPRR 25
4.1 ODJELVO GENETAI .....ooiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e 25
4.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ...vvvruiiiiiei ettt e e e e e e e e e e e e eeeeea e s 25

I o 1100 (=] 1SR 26
6 MaterialeS Y MELOUOS........uui et e e e e e e e e e 27
6.1 El esquema experimental esta dividié en dos apartados principales. .............cccc....... 27
6.2 Material DIOIOQICO ......uuniieieiiice e 27
6.3  ODbtenciOn del agUAMIEL. ........ .o 27
6.4  Pasteurizacion de agUamEl ..............eueiiiiiiiiiiiiiaa s 28
6.5 Andlisis fisicoquimico del aguamiel ... 28
B.5.1  ACIHHEZ... oo e e e e e 28
6.5.2  Determinacion de PH ...... oo 28
6.5.3 Determinacion de ProteiNa.........ccccceveiiiiii e et 29
6.5.4 Determinacion de solidos solubles totales (SST). ..c.uovvveiiiiiiiiiieeeece e, 29
6.5.5 Determinacion 0@ CENIZAS..........ccccuurrrmriiiiiiiieie ittt e e e e e e e e e e e 29
TS LG T =1 ) G 29

6.6 ANALISIS A fIUCLANOS ... ..ttt eeeeee s 30




6.6.1 Cromatografia en capa fina (TLC) .......oiieiiiiiiii e 30

6.7 Efecto del consumo de aguamiel de maguey en ratas diabéticas ...............ccccccene.. 30
6.7.1 Mantenimiento de 10S anNiMalesS............oiiiiiiiiiiii e 30
6.7.2  INAUCCION d€ dIADELES .......ci i ————- 30
6.7.3 Determinacion de glucosa Sanguinea €N ayUNO ...........cceeeeeeeeeeeeeeiieeeeeicinieeneneee 31
6.7.4 Evaluacién hipoglucémica del aguamiel .............coooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 31
6.7.5 Determinacion cuantitativa de colesterol total ..................eviiiiiiiiiieeiieeeeeins 32
6.7.6  Determinacion de TrgliCENUOS. ..........uuuiii e 33
6.7.7 Determinacion de Colesterol HDL.............coiiiiiiiieiiiiiiiiiiiii e 33

6.8 Analisis histologico a pancreas, higado y MAON. .........ccoovviiiiiiiiiiiii e, 33

LR T AN g F= 1S ES R =TS = o [ ] o o PN 34
RESUIAdOS Y TISCUSIONES ......coiiiiiiiiiiiiiee ettt e ettt et et e e e e e e e e e e eeenennes 36

7.1 Pasteurizacion de agUamiel ..............eeeeiiiiiiiiiiii s 36

7.2 Andlisis fisicoquimiCo de aguamUel .............uuuuiuiiiiiiiiiee e e e e 37
7.2.1 Cromatografia en capa fina (TLC) .......oiiiiiiiiiii e 39

7.3 Efecto del consumo de aguamiel en las ratas ............ccceeeiiiiiiiiiii e 42
7.3.1 Efecto de aguamiel sobre peso COrporal..........cccoovvviiiiieiiiiiiii i 42
7.3.1 Evaluacion hipoglucemiante del aguamiel ............ccccooeiiiiiiiiiii e, 48
7.3.2 Determinacion cuantitativa de colesterol total ...........ccccceeeeeiiiiiiiiic 53
7.3.3 Determinacion de TriglCEridOS. .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 54




7.3.4 Determinacion de ColesSterol HDL.......coon oo 56

7.4  Analisis histopatologico de 10S grup0s de eNSAYO0........cccuvuiiieeeiiiiiiiieeeeiiie e e 59
7.4.1  Grupo CONrOl NOIMAL .......oiiiiiiiee e e e e e 59
7.4.2  Grupo CONrOl NEGALIVO. ...t iieeeiiee ittt e e e e e e e e e e e eeeeaannaans 59
7.4.3  Grupo CONIOl POSITIVO ....uuiiiieeeeee et e e e 60
7.4.4  Grupo aguamiel NATUIAL ...........uuiiiiiii e e 61
7.4.5 Grupo aguamiel PasteUriZado. ...........uiiiiiiiiiiiiii e 62

8 CONCIUSIONES ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeees 68
S T = £ 01T o 1Y PP 69
IO B = 11 ][ oo = - ST 70




Relacién de tablas

Tabla 1. Efecto de productos de agave sobre células o tejido en diferentes estados .............. 14
Tabla 2. Los tres tipos principales de diabetes.........ccoouuviiiiiiiiiiiii e 19
Tabla 3. Criterios para el diagnoéstico de la diabetes ................coiiiiiiiiiii e, 20
Tabla 4. Prevalencia de la diabetes y de los factores de riesgo CONexos. .......coeevvvvveevvvineennnnn. 20

Tabla 5. Grupos experimentales para la evaluacion del efecto del aguamiel en ratas

IADBLICAS. ...t e e e e e e e e e e e e e e e e 32
Tabla 6. Temperaturas de tratamiento del aguamiel ...............cccooiiiiiiii e, 37
Tabla 7. Analisis quimico proximal de aguamiel natural y pasteurizado ..............cccccceeeeeerennnn. 38
Tabla 8. pH y acidez titulable y para aguamiel pasteurizado y natural.................ccccoeeeviineenn. 38
Tabla 9. Distribucién de las 5 muestras de aguamiel en el TLC .........cccooeeiiiiiiiiiiiiiiiee e, 39

Tabla 10. Ganancia y/o pérdida de peso a lo largo del tratamiento en ratas sanas y diabéticas.

Tabla 11. Niveles de glucosa en sangre (mg/dL) de los grupos de ratas a lo largo del

(=1 =1 40 1=] 01 (0 NUTTT TR 48




Relacién de figuras

Figura 1. Diagrama eXperimental ...........ccooiiiiiiiiiii i e e 31
Figura 2. TLC de 5 muestras de aguamiel de A. salmiana. ...........cccceeveeeiiiiiiie e 40
Figura 3. TLC de aguamiel pasteurizado (1), aguamiel natural (2) y estandar de FOS (3). .....42
Figura 4. Higado. H-E. 400X. .......cccciiiiiiiiie e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eaaan s 64
Figura 5. RIAON. H-E. 400X.. ......uuiiiiiiiiiie et e e e et e e e e e et e e e e e eaaan s 65
Figura 6. PANCIreas. H-E. 400X.. .....ccoouuiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enaaa s 66



file:///C:/Users/luli_/Desktop/UAEH%202016/MAESTRIA/TESIS/Lourdes/TESIS%20LOURDES/Tesis%20Lourdes%20Final.docx%23_Toc491711522
file:///C:/Users/luli_/Desktop/UAEH%202016/MAESTRIA/TESIS/Lourdes/TESIS%20LOURDES/Tesis%20Lourdes%20Final.docx%23_Toc491711523

Relacién de graficas

Grafica 1. Consumo diario de agua (mL) a lo largo del tratamiento por los diferentes grupos de ratas. 47
Gréfica 2. Concentracion de glucosa en sangre de los diferentes grupos de ratas durante las 4

SEMANAS A TFATAMIEINTO. ..oeeeeeeeeeeee ettt eeeeteeteeeeeeeeeeeeeeesesseesaasaaaaasssesseeseesseesaaeereeseeaeeeaeesereesaaas 49

Grafica 3.Concentracién de glucosa en sangre de los 5 grupos de ratas en la cuarta semana de

LLE=1 = 1 411 ) (0 TR 51

Grafica 4. Concentracion de colesterol total en sangre de los 5 grupos de ratas al final del tratamiento.

............................................................................................................................................................................... 54
Gréfica 5. Concentracion de triglicéridos en los 5 grupos de ratas al final del tratamiento....................... 56
Grafica 6. Concentracion de colesterol HDL de los 5 grupos al final del tratamiento ............cccecvvevenee. 58

VI



Glosario de términos

FOS: fructooligosacaridos

CC. Grupo control sano

CN. Grupo control negativo

CP. Grupo control positivo

AN. Grupo aguamiel natural

CP. Grupo aguamiel pasteurizado

SCFA. (Short-chain fatty acids). Acidos grasos de cadena corta

ETZ. Estreptozotocina

TLC. Cromatografia en capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC por sus siglas en inglés)
FPG. Glucosa plasmatica en ayunas (Fasting plasma glucose)

OGTT. Prueba oral de tolerancia a la glucosa (Oral glucose tolerance test)
DP5. 1-Fructofuranosilnistosa

BMA. bacteria mesdfila aerobia

VI



Resumen

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia resultante
de defectos en la secrecion de la insulina o defectos en la accion de la insulina o de ambas. La
hiperglucemia cronica se asocia a largo plazo con dafio, disfuncion y fallo de varios érganos,
especialmente los ojos, los rifiones y los sistemas nervioso y cardiovascular. Por lo que, la
disminucién de los niveles de glucosa en sangres (efecto hipoglucémico) y su control en las
personas con diabetes es una prioridad. El objetivo fue evaluar el efecto hipoglucémico del
aguamiel obtenido de maguey pulquero (Agave salmiana) en ratas diabéticas. El aguamiel se
obtuvo directamente de los magueyes y se trasporté al laboratorio bajo refrigeracion. Se realizé
la caracterizacion fisicoquimica y el perfil de fructanos tanto de aguamiel pasteurizado como sin
pasteurizar (natural). El perfil de fructanos se determiné mediante la técnica de TLC (Thin Layer
Chromatography). Se utilizaron ratas Wistar. La diabetes en las ratas se indujo mediante una
dieta hipercaldrica con posterior administracion de estreptozotocina. A las ratas diabéticas se
les administré aguamiel natural y pasteurizado. Como controles se incluyeron ratas no
diabéticas con dieta normal y ratas diabéticas con y sin la administracion de glibenclamida.
Finalmente, todas las ratas fueron sacrificadas y se realizaron observaciones histopatoldgicas
del higado, rifion y pancreas. En ambos tipos de aguamiel se encontré un 0.37% de proteina y
se encontrg la presencia de kestosa, maltotriosa, maltopentosa, maltoheptosa, glucosa, fructosa
y sacarosa. El aguamiel natural presentd un efecto hipoglucémico significativo (p<0.05) en las
ratas diabéticas; mientras que con el aguamiel pasteurizado se registr0 una tendencia a
controlar los niveles de glucosa en sangre con respecto al tiempo. Se observé dafio

principalmente en higado, debido a la dieta hipercalorica y al desarrollo de la diabetes.
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Abstrac

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by hyperglycemia resulting from defects
in insulin secretion or defects in the action of insulin or both. Chronic hyperglycemia is associated
in the long term with damage, dysfunction and failure of several organs, especially the eyes,
kidneys and nervous and cardiovascular systems. Therefore, lowering blood glucose levels
(hypoglycemic effect) and controlling them in people with diabetes is a priority. The objective
was to evaluate the hypoglycemic effect of aguamiel obtained from maguey pulquero (Agave
salmiana) in diabetic rats. The aguamiel was obtained directly from the magueys and transported
to the laboratory under refrigeration. The physicochemical characterization and the fructanos
profile of both pasteurized and unpasteurized aguamiel (natural) were performed. The fructans
profile was determined by the TLC technique (Thin Layer Chromatography). Wistar rats were
used. Diabetes in rats was induced by a hypercaloric diet with subsequent administration of
streptozotocin. Diabetic rats were given natural and pasteurized aguamiel. Controls included
non-diabetic rats with normal diet and diabetic rats with and without glibenclamide
administration. Finally, all rats were sacrificed and histopathological observations of the liver,
kidney and pancreas were made. In both types of aguamiel of was found 0.37% protein and the
presence of kestose, maltotriose, maltopentosa, maltoheptosa, glucose, fructose and sucrose
was found. The natural aguamiel had an effect significant hypoglycemic (p <0.05) in diabetic
rats; While with pasteurized aguamiel there was a tendency to control blood glucose levels with
respect to time. Damage was mainly observed in the liver, due to the hypercaloric diet and the

development of diabetes.
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1 Introduccion

La diabetes es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Y la diabetes tipo 2
es la de mayor prevalencia. Las personas con diabetes tipo 2 pueden vivir por varios afios sin
complicaciones y con buena salud; esto cuando la diabetes se detecta y se trata correctamente.
El principal tratamiento para la diabetes tipo 2 es la dieta y el ejercicio, esta terapia es altamente
recomendable contra la resistencia a la insulina y en etapas tempranas de la diabetes tipo 2
(Laguna et al., 2013). Sin embargo, generalmente conforme la enfermedad evoluciona, se
requiere el uso de farmacos para controlar los niveles de glucosa, presion y otras alteraciones
gue se presentan en estas personas enfermas. Por tal razon, se recurre al uso de diferentes
tipos de farmacos que se emplean como apoyo para el control de la glucosa en la sangre como
por ejemplo la glibenclamida. No obstante, dado que la resistencia a la insulina coexiste en la
diabetes tipo 2, es importante combinar la glibenclamida con agentes que favorezcan la accion
de la insulina, como la metmorfina o la tizodiniladionas (Laguna et al., 2013). Sin embargo,
muchos de estos farmacos, aunque en su mayoria tiene un costo menor que la insulina, aun
podrian considerarse como de un costo elevado. Ademas, a pesar de su costo, no son 100 %
efectivos para la regulacion de la glucosa. Por otro lado, muchos de estos farmacos tienen
efectos secundarios indeseables y pueden tener efectos toxicos en el paciente a corto, mediano

o largo plazo; y la mayoria no han sido suficientemente estudiados.

En consecuencia, existe la necesidad del desarrollo de nuevos farmacos, compuestos,
formulaciones y/o productos que contribuyan al control de la glucosa en las personas diabéticas;
nuevos productos que sean mas baratos, que logren reducir la glucosa sin necesidad de
combinarse con otros productos o farmacos, que no sean téxicos y que no tengan efectos

secundarios. Actualmente, el uso de productos naturales o de productos alimenticios para el
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control de la glucosa en personas con diabetes tipo 2 ha surgido como una opcion viable. Sin
embargo, existen limitados estudios sobre este tema. Se ha ensayado por ejemplo el extracto
metanodlico de la planta Gymnema sylvestre en ratas con diabetes; se observo que la
administracion oral diaria del extracto metandlico en concentraciones de 100, 200 y 400 mg/kg
de peso corporal, redujo los niveles de glucosa en sangre en comparacion con ratas diabéticas
sin ningun tratamiento (Prabhu & Vijayakumur, 2014). Se ha reportado también que extractos
de calices de Jamaica reducen los niveles de glucosa en ratas diabéticas (Faromb & Ige). Existe
una diversidad de plantas en todo el mundo a las que se les han atribuido propiedades curativas
o terapéuticas contra diversos padecimientos. Sin embargo, la mayoria de estas plantas o sus
derivados no han sido evaluados para determinar si efectivamente confieren algun efecto
benéfico o terapéutico a las personas que las consumen. Es el caso del aguamiel de maguey
(Agave salmiana) al que se le han atribuido diferentes propiedades curativas, las cuales no han
sido comprobadas. El uso que se le ha dado al aguamiel ha sido principalmente para la
produccion de pulque. No obstante, en los ultimos afios el aguamiel se ha comercializado como
jarabe de agave. Y recientemente se han reportado que el aguamiel tiene propiedades

prebidtico, antioxidante y es buen precursor para la absorcién de minerales.

Algunas personas con diabetes refieren que el consumo del aguamiel les ayuda a sentirse mejor
ya que al parecer el aguamiel disminuye los sintomas provocados por la diabetes. Sin embargo,
no existen evidencias o publicaciones cientificas que muestren un posible efecto terapéutico del
aguamiel, tampoco sobre su capacidad hipoglucémica en personas con diabetes o bien que
muestren que el aguamiel confiere algun efecto en las personas con diabetes que derive en un
bienestar fisico o fisioldgicos. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto

hipoglucémico del aguamiel obtenido de maguey pulquero en ratas diabéticas.
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2 Marco teoérico

2.1 Agave

Los agaves (del griego agavus, que significa admirable o noble), mejor conocidos por su nombre
vernaculo como magueyes, son plantas endémicas del continente americano, caracteristicos
de los paisajes aridos, semiaridos y templados de México. Crecen en suelos pobres y en climas
con lluvias escasas o irregulares (Burgos, 2013). Existen mas de 250 especies de agaves,
localizadas entre el norte de la Republica Mexicana y Centroamérica (Lorenzo, 2007). Los
estados mas ricos en diversidad de especies son Oaxaca, Chiapas, Jalisco, Coahuila, Sonora,
Durango y los estados del centro como: Hidalgo, Estado de México, Morelos, Tlaxcala y Puebla

(Burgos, 2013).

La palabra “maguey” puede tener varios origenes, uno de ellos, estipula que esta palabra
proviene de una derivacion post-conquista de la palabra “metl” (denominacion antigua del agave
por los mexicas), otro origen de la palabra hace referencia a la diosa nahuatl del pulque

“Mayahuel” (Conclaves, 1978).

2.1.1 Descripcion botanica

La familia Agavaceae es endémica de América, se encuentra en zonas aridas y semiaridas de
América Central y América del norte e incluye nueve géneros y 330 especies. Su centro de
origen y de mayor diversidad, se encuentra en México donde se encuentran los nueve géneros,

representados por 251 especies (Garcia, 2007).

Los agaves son monocarpios, es decir, sélo florecen una vez en su vida, después de la cual, la
planta muere. El agave es una planta hermafrodita; y a pesar de que produce una gran cantidad

de semillas, alrededor del 96% de estas son estériles y se pierden. Por lo tanto, su propagacion
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vegetativa es por medio de brotes o hijuelos (mecuates), estos mismos brotan de las raices de
la planta madre, constituyendo plantas nuevas que pueden ser trasplantadas, resultando asi

nuevos magueyes (Granados, 1993).

Son plantas perennes, con hojas dispuestas en espiral y arregladas en rosetas en el apice de
un tallo, el cual puede ser corto y apenas sobrepasar unos centimetros del suelo, o bien, ser
largo y erecto. Las hojas por lo general son suculentas, fibrosas y con la base dilatada y carnosa.
Su forma varia de lineal a lanceolada u ovada. Los margenes exhiben una gran diversidad
morfoldgica, los dientes corneos, en la mayoria de las especies, sobresalen como proyecciones
de tejido, o bien se ubican sobre una banda cérnea continua, mientras que en otras es filitero y
se desprende en delgadas fibras o bien muestra dientecillos microscépicos, semejantes a filosas
sierras. La hoja casi siempre tiene una espina al final del 4pice que puede medir desde algunos

milimetros hasta cinco centimetros (Garcia, 2007).
2.1.2 Usos del agave

Los agaves, de acuerdo con el producto que se extrae de ellos, pueden dividirse en los
siguientes grupos: textileros (henequeneros en la peninsula de Yucatan); mezcaleros (en la
zona de Oaxaca y Guerrero); Tequileros (en la zona de Jalisco; Nayarit, Michoacan, Guanajuato
y Tamaulipas); y pulqueros (en este caso sus variedades son el maguey manso, el cenizo y el

ayoteco); el maguey que crece de manera silvestre se llama cimarrén (Lorenzo, 2007).

Otros usos que se le daban al maguey fueron el que de sus pencas se obtenian hilos para la
elaboracion de costales, tapetes, morrales, cefidores, redes de pesca y cordeles; las espinas
se usaban como agujas o clavos; las pencas completas eran utilizadas como tejas para techar

casas; los quiotes servian como vigas o como cercas para delimitar terrenos; con las raices
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elaboraban cepillos, escobas y canastas; y finalmente si se extrae la sabia de la planta, se
obtiene el aguamiel, indispensable para obtener la bebida ritual por excelencia “el pulque”
(Cervantes, 2005). En el centro de la republica mexicana, las pencas del maguey son toda via
utilizadas para la elaboracion de la barbacoa, y especificamente en el estado de Hidalgo

ademas para preparar otros alimentos tipicos como el Ximbo.

Después de 20 siglos, el uso mas comun del agave en la industria alimentaria es en la
produccion de bebidas alcohdlicas destiladas, derivadas de la fermentacion de los azucares del
agave. Tal es el caso del tequila y del mezcal. En estos casos, los fructanos se transforman en
fructosa, la cual no tiene propiedades funcionales. Sin embargo, una muy importante excepcion
en la produccién de bebidas alcohdlicas es el pulque, una bebida no destilada, obtenida de la
fermentacion del aguamiel, una savia rica, dulce y nutritiva, extraida de las pifias de agave,
mediante un proceso muy delicado. Este procedimiento fue probablemente desarrollado por la
cultura Otomi, hace 2000 a.C., el cual fue posteriormente heredado por casi todas las culturas
de Mesoamérica. El pulque tiene varias ventajas nutricionales, derivado tanto del contenido
residual de complejos de fructooligosacaridos provenientes del aguamiel, incluyendo glucanos
de origen microbiano y fructanos, asi como por la microbiota natural presente en la bebida

fermentada (Olvera et al., 2015).

Se ha reportado la composicién de metabolitos primarios y secundarios de diferentes especies

de Agave. Dentro de los metabolitos primarios se incluyen los carbohidratos simples.

Los jarabes de Agave son reconocidos cada vez mas como edulcorantes naturales, alimentos
funcionales y prebioticos. Como metabolitos secundarios, las plantas de agave contienen

sapogeninas y saponinas esteroides, esteroles, flavonoides, homoisoflavonoides, acidos
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fendlicos, taninos, cumarinas volatiles, alcanos de cadena larga, acidos grasos y alcoholes

(Sidana, Singh, & Sharma, 2016).
2.2 Aguamiel

El aguamiel (savia azucarada que se extrae de varias especies de agave) se obtiene mediante
un proceso que interrumpe el desarrollo normal de la planta. Dependiendo de la especie de la
planta, normalmente es un liquido ambarino o incoloro y transparente; tiene un sabor dulce y
presenta un aroma herbaceo caracteristico (Loyola, 1956). El aguamiel es extraido de las
especies nativas, principalmente Agave salmiana var. Salmiana (verde o agave manso), A.
atrovirens (agave blanco), y A. mapisaga (mexicano o agave mano larga), y en menor
proporcion de A. lehmanniy A. altisima, distribuidos principalmente en los estados de la meseta

del centro de México (Escalante et al., 2012).

La savia de agave ha sido consumida por los seres humanos como una bebida llamada
“aguamiel”, o es utilizada como materia prima para néctares o bebidas alcohdlicas como la
antigua bebida alcohdlica tradicional conocida como “pulque” (Santos-Zea et al., 2012). Esta
bebida alcohdlica se produce por la fermentacién del jarabe de agave por la microflora natural,
en un proceso corto (12-24 h), con una concentracion final de alcohol del 3% al 6% (Valadez et

al; 2012).
2.2.1 Proceso de extraccion tradicional del aguamiel.

El aguamiel se extrae de agaves maduros de 7 a 10 afios aproximadamente, que estan a punto
de producir inflorescencia (quiote). A las plantas maduras se les rompe o elimina la yema floral
(castracion), dejando una cavidad (cajete) en el centro del vastago del agave. Esta operacion

se realiza generalmente en primavera o finales del otofio. Si la inflorescencia de la planta crece,
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el maguey nunca va a producir aguamiel, y si la castracidon se realiza antes de la maduracion
del agave, el rendimiento en la produccion de aguamiel sera escaso. La cavidad resultante se
cubre con trozos de hojas del mismo agave para evitar la exposicion de la cavidad al medio
ambiente. La pared exterior de la cavidad abierta se raspa para abrir los vasos, promoviendo el
flujo de savia y su acumulacioén en la cavidad. La savia se recoge dos veces al dia (al amanecer
y al atardecer) mediante la succién oral a través de una calabaza seca, llamada acocote o con
un recipiente. La produccién de aguamiel dura de 3 a 6 meses hasta que la planta muere, con

una produccion aproximada de 1.000 L/ planta (Escalante et al., 2012).

2.2.2 Composicion fisicoquimica del aguamiel

Se ha reportado que el aguamiel en general contiene 85% de humedad, 15% de materia seca,
del cual, el 0.69% es de proteina cruda, 0.27 de extracto etéreo, 0.57% de fibra cruda, 0.39%
de ceniza y 98% de extracto libre de nitrégeno (Silos-Espino et al., 2011), y con un contenido
de 7 a 14 °Brix. El aguamiel puede ser acido o ligeramente alcalino, con pH cercano a la
neutralidad (6.8), incoloro y transparente (Burgos, 2013). Ortiz-Basurto et al (2008), han
reportaron que el aguamiel obtenido de Agave mapisaga contenia 11.5% en peso de materia
seca, que estaba compuesta principalmente de azlcares (75% en peso), de los cuales, el 10%
en peso eran fructooligosacaridos, entre otros componentes encontrados, reportan 0.3% en

peso de aminoacidos libres, 3% en peso de proteina 'y 3% en peso de cenizas.

En base seca, el aguamiel tiene alrededor del 90% de azlcares, principalmente sacarosa,
fructosa y glucosa, pero también, alrededor del 10% de agavin-fructoologosacaridos (agave-
FOS). Estos azucares son liberados, debido a la accion de la enzima fructosil hidrolasa, durante

el tiempo de almacenamiento entre colecciones. Cuando el aguamiel es posteriormente
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fermentado y los azucares simples transformados en productos microbianos, el contenido de
agave-FOS se conservan, constituyendo un importante valor prebiético del pulque. El aguamiel
también contiene aminoacidos esenciales, proteinas, vitaminas, gomas y minerales, y
constituyen un sustituto del agua o un alimento alternativo en lugares donde el agua es escasa

o donde no hay proteina disponible (Olvera et al., 2015).

Uno de los principales intereses nutricionales del aguamiel y del pulque radica en su contenido
de fructanos y fructoologosacéridos como fuente de fibra soluble y de prebidticos. Se cree que,
tras su consumo, los FOS modulan la microflora colonica, promoviendo el crecimiento de
microorganismos tales como Bifidobacterias y Lactobacilo. La microflora benéfica produce
acidos grasos de cadena corta (SCFA) que desencadenan un conjunto de procesos que
benefician al huésped (Olvera et al., 2015; Kolida, Tuohy, & Gibson, 2002). Ortiz-Basurto et al.,
(2008), reportan un contenido de fructooligosacaridos de 7.5% (b. s.) presente en aguamiel,
motivo por el cual Santos-Zea et al., (2012), reportan al Agave como fuente importante de
prebioticos que podrian ser utilizados como ingredientes en alimentos funcionales. Debido al
contenido nutricional del aguamiel, ha sido considerado como una bebida funcional y alternativa
alimentaria en lugares donde la calidad del agua es pobre y el consumo de carne es limitado

(Silos-Espino et al., 2011)

2.3 Fructanos

Los fructanos son polimeros de fructosa, derivados de la sacarosa y sintetizados como
carbohidratos de reserva en aproximadamente el 15% de las plantas con flores. De acuerdo
con su enlace fructosil, se clasifican como inulinas y levanas, con residuos lineales de fructosa

unidos por enlaces B (2-1) y B (2-6), respectivamente; gramineas, que tienen ambos tipos de




enlaces B (2-1) y B (2-6), respectivamente; y las neoseries de fructano, que se caracterizan por
tener una molécula de glucosa interna que puede ser alargada por B (2-1) y/o B (2-6),
produciendo neoseries de inulina y/o levana, respectivamente (Mellado-Mojica & Lépez, 2012).
La presencia de fructanos en agave fue reportado en 1888, inicialmente se describieron como
“‘inulinas” por similitud con los B2-1 fructanos (Olvera et al.,2015), pero Lépez et al., (2003),
demostraron que los fructanos de agave no son inulinas sino mezclas complejas de
fructooligosacaridos (FOS) y fructanos que contienen enlaces B (2-1) y B (2-6), con unidades de

glucosa interna (neoseries de fructanos) y externas (gramineas de fructanos).

2.3.1 FOSyagave

Los fructoologosacéaridos (FOS), son compuestos bioactivos, con importantes efectos
benéficos, que favorecen una buena absorcion de minerales en el cuerpo, regulan los niveles
de glucosa y colesterol en sangre y su actividad mas importante, es la induccion del crecimiento
de microorganismos probioticos en el tracto gastro-intestinal, contribuyendo a la prevencion del

cancer de colon (Mufiz-Marquez et al., 2016).

Los estudios realizados sobre fructooligosacéaridos y agave, son mayoritariamente sobre la pifia
y el jarabe de agave, este ultimo, se define como la sustancia naturalmente dulce, producida
cuando se cocinan los pinos de agave. Los jarabes de agave estan en gran demanda como
sustitutos del azucar, debido a su bajo indice glucémico y capacidad antioxidante (Mellado-

Mojica & Lépez, 2015).

2.3.2 Actividad biol6gica de Agave

Las plantas de agave se han utilizado, por sus propiedades medicinales, desde tiempos

inmemorables. La mayoria de los usos etnofarmacologicos de estas plantas, pueden atribuirse
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a sus actividades antimicrobiana y antioxidantes. Algunas actividades biol6gicas de los
compuestos de Agave (y extractos) han sido cientificamente probadas y sus mecanismos de
accion han sido establecidos con la ayuda de diferentes ensayos y modelos in vitro e in vivo.
Estas actividades son de importancia medicinal y farmacoldgica, asi como agricola (Sidana,

Singh, & Sharma, 2016).

Se ha reportado evidencia directa de la actividad prebiotica de los fructanos de Agave (A.
tequiliana) in vitro, mediante el incremento del nimero de bifidobacterias y lactobacilos, como
consecuencia del impacto diferencial de fructanos de agave sobre la ecologia microbiana en el
tracto digestivo humano, asi como los cambios selectivos en el metabolismo del colon, lo que
se refleja en un incremento en la produccién de acidos grasos de cadena corta (Olvera et al.,
2015). En otro estudio realizado por Gomez et al. (2010), mediante un estudio in vitro, indican
gue la inulina derivada del Agave tequiliana Weber var. Azul, tiene un efecto prebidtico potencial,
ya que aumenta el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos, efecto similar al observado para
los prebioticos tipo inulina, derivados de la raiz de achicoria, justificando asi el potencial del

agave como prebidtico.

Respecto al aguamiel, los estudios realizados para probar actividad biolégica, son en realidad
limitados, por ejemplo, Tovar-Robles et al. (2011) analizaron el efecto del consumo de aguamiel
(Agave salmiana ) fresco y hervido sobre la biometria hematica en conejos, asi como su
actividad antioxidante, con el fin de determinar su valor nutricional, encontrando que el aguamiel
fresco promovié aumentos de peso, alrededor del 13% en la séptima semana de tratamiento,
en cuanto a los recuentos de hemoglobina, aumentaron en un 4.5% y 9%, cuando los conejos
fueron alimentados con aguamiel fresco y hervido, respectivamente, asi como el contenido de

Fe aumentd con el aguamiel fresco; respecto a su actividad antioxidante, estos autores
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reportaron que el aguamiel, posee una actividad antioxidante superior a las bebidas comerciales
de café y jugo de uva, ellos sugieren que el aguamiel puede ser propuesto como un producto

nutracéutico para reducir las deficiencias de hierro.

Otro estudio sobre aguamiel, no precisamente con actividad bioldgica, es el realizado por Mufiz-
Marquez et al. (2016), en donde su objetivo fue mejorar la produccién de fructosiltransferasa
(FTasa) mediante fermentacién en estado sélido (SSF) utilizando aguamiel como medio de
cultivo y Aspergillus oryzae como cepa productora, concluyendo que se puede utilizar el
aguamiel como medio de cultivo para la produccion de FOS, lo cual es una alternativa

econOmica para la produccion industrial de FOS y FTasa enzimatica.

En la tabla 1, se muestra la recopilacion de informacion sobre los beneficios probados para la
salud de los productos alimenticos de agave, dicha revision fue realizada por Santos-Zea et al.,

(2012).

Finalmente, un estudio mas reciente sobre aguamiel fue el realizado por Leal-Diaz et al., (2016),
donde evaluaron in vivo, los compuestos bioactivos presentes en el concentrado de aguamiel
de Agave salmiana, encontrando que el consumo de un extracto de concentrado de aguamiel
rico en saponinas redujo la ganancia de peso corporal y de masa grasa, disminuyendo los
niveles de glucosa en suero, insulina y colesterol LDL, en ratones alimentados con una dieta
alta en grasa. Ademas, encontraron que los ratones alimentados con el extracto de saponinas
presentaron un indice HOMA reducido y niveles de lipidos hepéticos y una expresion
aumentada de genes implicados en la oxidacion de &cidos grasos y concluyeron que las
saponinas de Agave salmiana, pueden ser una alternativa para atenuar los cambios

metabdlicos que acompafan a la obesidad.




Tabla 1. Efecto de productos de agave sobre células o tejido en diferentes estados

Efecto

Producto

Modelo

Resultados

Concentrado de
saponinas, durante
al menos 8 semanas

In vitro

Inhibicién del crecimiento del colon humano Caco-2
(84.8%) y cancer hepético HepG2 (67.9%) de las lineas
celulares en 15 mg/mL (Uribe & Saldivar, 2009)

terapéutico Especie
Antlcanocerl(élen Agave spp.
A

durangensis

Mezcal envejecido
en barricas de roble
blanco americano de

0 a 207 dias

In vitro

La concentracion fendlica total aument6 (214.24 a 852.38
mg/L), asi como su complejidad del perfil (hasta 11
acidos fendlicos y 3 flavonoides) aumentada debido a la
lixiviacion de los barriles de roble. La capacidad de
barrido radical aument6 con el tiempo de envejecimiento
(EC50 de 2.034 a 6.392 ug/mL) (Avila-Reyes et al; 2010).

Antioxidante .
A. salmiana

Agave spp.

"Aguamiel" y pulque

In vitro

La capacidad antioxidante DPPH en "aguamiel” fue de
1096.8 uM TE y 567.2 pM TE en pulque. El contenido
total de fenoles en aguamiel fue de 904.8uM GAE y 452
UM GAE en pulque. El 4cido ascorbico fue de 140.5 mg/L
en aguamiel y 93.8 mg/L en pulque (Tovar-Robles et al;
2011).

A. atrovirens

Concentrado de
"aguamiel" de 3
fuentes diferentes

In vitro

La capacidad antioxidante vari6 de 44.51 a 182.10 pmol
TE/g de extracto y el contenido fendlico de 6.64 a 19.26
mg GAE/g en los extractos metandlico y de acetona,
respectivamente (Cerda-de los Santos, 2011)

Absorcién de

. A. salmian
minerales saimiana

"Aguamiel” (F)
fresco y (B) hervido

In vivo

La hemoglobina aumenté 4.5% en F y 9% en conejos
alimentados con B. El hematocrito aument6 2.6% con F y
5.3% con B comparado con el agua utilizada como
control (Tovar-Robles et al; 2011)

A. Salmiana

Jarabe de agave de
alta fructosa (HFAS)
de pifia de agave
prensada

In vivo

HFAS a dosis de 2.0y 5.0 g/kg tuvieron un efecto
protector sobre la esteatosis hepatica en ratas diabéticas
(D). El aumento de peso no se vio afectado. La ingesta
de alimentos disminuyé en las ratas D a medida que
aumentaba HFAS. La glucosa alcanz6 un nivel minimo
en D (300 mg/dL) a una dosis de 0.5 g/kg, y la
hemoglobina glicada fue (7.5%) maxima a la misma dosis
(Garcia-Pedraza et al; 2009)

Antidiabético ~ A- atrovirens

Concentrado de
saponinas

In vitro

El extracto metandlico (200 pg/mL) aumentd la secrecion
de insulina similar a la glibenclamida en las células
RINS5F. El extracto metandlico introducia enzimas

digestivas de carbohidratos (Cerda-de los Santos, 2011)

A.
angustifolia

Fructanos de agave

In vivo

Fase 1: la suplementacién de fructanos disminuyé el

peso corporal total en las ratas D y ND. En ratas D la

glucosa plasmética, la LDL y la esteatosis hepética de

grado 2 disminuyeron. Fase 2: el peso de las ratas OD, el

colesterol total y la LDL disminuyeron, pero también
disminuyeron HDL (22%). la esteatosis hepatica
disminuyd, cuando se suplemento con agave de

fructanos (Rendon-Huerta et al; 2012)




Agave spp.

"Aguamiel" como
termoprotector

Después de cinco semanas de almacenamiento a 4°C,
se preparo el polvo de Bifidobacterium bifidum con
"aguamiel" aumento cinco veces la viabilidad celular en
comparacion con el probiético sin aguamiel (Rodriguez-
Huezo et al; 2007)

A.
angustifolia

Fructanos de agave

In vitro

Los fructanos de A. angustifolia promovieron el
crecimiento de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei y Bifidobacterium lactis a medida que aumentaba la
concentracion de fructanos (0-21 g/L), medida como
disminucién del pH y aumento de OD600 (Renddn-
Huerta et al; 2011)

A.
angustifolia
Prebidtico

Fructanos de agave

In vivo

Fase 1: la ingesta de fructanos durante 6 semanas
aumentd a nivel gastrointestinal 1.4 veces Lactobacillus
spp. y Bifidobacterium spp. > 3 veces. Fase 2. la ingesta
de fructanos durante 6 semanas aument6 Lactobacillus
spp. 1.9 veces en OND y 2.4 veces OD. La poblacién de

Bifidobacterium spp. aumento 3.7 veces en OND y 3.4
veces en OD (Rendon-Huerta et al; 2012)

A. tequiliana

Fructanos de agave

In vitro

El uso de fructanos de agave aumento la poblacion de
Bifidobacterium spp. (de 7.79 a 8.99 log10 células/mL) y
Lactobacillus spp. (de 7.75 a 8.43 log10 células/mL) en
comparacion con el uso de celulosa. La Produccién total
de SCFA aument6 a través del tiempo y alcanzo el nivel
mas alto después de 24 horas (49.15 mmol/L) (Gémez,
Tuohy et al; 2010)

Agave spp.

Inulina de agave

In vitro

Después de 12 horas, el total de SCFA fue de 452 mg/g
de materia seca (DM) compuesto por acetato (229 mg/g
de DM), propionato (52 mg/g de DM) y butirato (172
mg/g) de DM). Después de 8 horas, la inulina de agave
mostro un aumento de Bifidobacterium spp. (7.4 a 8.0
logi0 UFC/tubo) y Lactobacillus spp. (8.6 a 9.7 log1o
UFC/tubo) (Hernot et al; 2009)

Fuente: (Santos-Zea et al; 2012).

2.4 Diabetes

La diabetes mellitus es un conjunto

de alteraciones metabdlicas caracterizada por

hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de la insulina, la accidén de esta o de ambas

(Laguna et al., 2013). La OMS (2016), define a la diabetes, como una enfermedad cronica, que

aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza

eficazmente la insulina que produce (OMS, 2016). La hiperglucemia cronica, propia de la

diabetes, se asocia a largo plazo, con el dafo, disfuncién y fallo de varios 6rganos,

especialmente los ojos, los rifiones, el sistema nervioso y el sistema cardiovascular (ADA.,

2004).




La diabetes mellitus es una de las enfermedades mas frecuentes en el mundo. Durante las
ultimas décadas, este padecimiento ha experimentado un aumento explosivo, alcanzando en la
actualidad, proporciones epidémicas. Cambios en el estilo de vida, debido a un aumento en el
consumo de azlcar y grasas, mayor disponibilidad de alimentos y reduccién de la actividad
fisica, han dado como resultado los altos indices actuales de obesidad y diabetes (Laguna, et

al., 2013).

Segun las estimaciones, 422 millones de adultos, en todo el mundo, tenian diabetes en 2014,
frente a los 108 millones de 1980. La prevalencia mundial (normalizada por edades) de la
diabetes, casi se ha duplicado desde ese afio, pasando del 4.7% al 8.5% en la poblacién adulta.
En México, para datos de mortalidad, de acuerdo con la poblacion total de 127,000.000, la OMS
(2016) report6 que el numero de muertes por diabetes, en hombres con una edad entre 30 a 69
afos fue de 23,100 y en mujeres de 22,000, y para una edad de 70 afios o mas en hombres fue
de 17,600 y en mujeres de 24,300. El nimero de muertes atribuibles a la hiperglucemia en

hombres de una edad de 30 a 69 afios fue de 28 100 y en mujeres de 25 400 (OMS, 2016).

La OMS (2016) clasific6 a la diabetes dentro de una de las cuatro enfermedades no
transmisibles (ETN) o cronicas, que son afecciones de larga duracion y generalmente con una
progresion lenta. Dentro de este tipo de enfermedades, también se encuentran el cancer,
enfermedades cardiovasculares, y las enfermedades respiratorias cronicas. Hoy en dia, las
enfermedades no transmisibles, suponen el 43% de la carga mundial de morbilidad. Se calcula
gue para el afio 2020, esta cifra alcanzara el 60% y que esas dolencias seran la causa de un
73% de las muertes. La mayor parte de ese incremento se debera a epidemias emergentes de

enfermedades no transmisibles en los paises en desarrollo (OMS, 2016).




2.4.1 Clasificacién y diagnostico de la diabetes

Los tipos de diabetes mas comunes son: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y diabetes gestacional.

A continuacion, se describe cada tipo de diabetes.
2.4.1.1 Diabetes tipo 1:

Esta forma de diabetes se presenta solo en el 5-10% de las personas con esta enfermedad,
identificado previamente por el termino diabetes insulina-dependientes, la diabetes Tipo 1, o
diabetes de inicio juvenil, resulta de una destruccién autoinmune de las células B del pancreas
(ADA, 2004). Se caracteriza por una produccion deficiente de insulina y requiere la
administracion diaria de esta hormona. Se desconoce aun la causa de la diabetes Tipo 1y no
se puede prevenir con el conocimiento actual. Sus sintomas consisten, entre otros, en excrecion
excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso,

trastornos visuales y cansancio. Estos sintomas pueden aparecer de forma subita (OMS, 2016).
2.4.1.2 Diabetes tipo 2:

Esta forma se presenta en el 90-95% de las personas con diabetes, se habia referido a la
diabetes no dependiente de insulina, diabetes Tipo Il, o diabetes del adulto, abarca las personas
gue tienen resistencia a la insulina y por lo general tienen relativa (no absoluta) deficiencia de
insulina (ADA., 2004). Puede estar asociada con niveles elevados, normales o bajos de insulina,
dependiendo en la etapa de progresion de la diabetes. Se reconoce como un trastorno
progresivo, que se asocia a una disminucién de la funcion pancreética con el tiempo (Cefalu,
2006), al menos al principio, y muchas veces a lo largo de su vida, estas personas no necesitan
tratamiento con insulina para sobrevivir (ADA., 2004). Si bien, el factor genético participa en el

desarrollo de diabetes Tipo 2, el modo de vida es determinante en la aparicion de la enfermedad.
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La excesiva ingesta de alimentos con alto indice de calorias y la disminucion de la actividad

fisica, predisponen al desarrollo de la misma (Laguna et al., 2013).

Dependiendo de la etapa de diabetes en que se encuentre el individuo, el control efectivo puede
requerir la modificacién del estilo de vida, la terapia con fAdrmacos orales, de agentes orales

combinados con insulina o la insulina sola (Cefalu, 2006).

Los sintomas pueden ser similares a los de la diabetes Tipo 1, pero a menudo menos intensos.
En consecuencia, la enfermedad puede diagnosticarse, solo cuando ya tiene varios afios de

evolucion y han aparecido complicaciones (OMS, 2016)

2.4.1.3 Diabetes gestacional

La diabetes gestacional se presenta en alrededor de 7% de los embarazos (Laguna et al., 2013).
La OMS indica que la diabetes gestacional corresponde a una hiperglucemia (aumento del
azucar en la sangre) que se detecta durante el embarazo y alcanza valores que, pese a ser
superiores a los normales, son inferiores en los establecidos para diagnosticar una diabetes.
Las mujeres con diabetes gestacional corren mayor riesgo de sufrir complicaciones durante el
embarazo y el parto, asi como de padecer diabetes Tipo 2 en el futuro. Suele diagnosticarse

mediante las pruebas prenatales, mas que porque el paciente refiera sintomas (OMS, 2016).

Puesto que se requieren sofisticadas pruebas de laboratorio para distinguir entre la diabetes de
Tipo 1 (que exige inyecciones de insulina para la supervivencia del paciente) y la diabetes de
Tipo 2 (en la que el organismo no puede utilizar adecuadamente la insulina que produce), no se
dispone de estimaciones mundiales separadas sobre la prevalencia de la diabetes de Tipo 1y
de Tipo 2. La mayoria de las personas afectadas tienen diabetes de tipo 2, que solia ser

exclusiva de adultos, pero que ahora también se da en nifios (OMS, 2016).
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En la Tabla 2, se resumen los tres tipos principales de diabetes. Todos los tipos de diabetes
pueden provocar complicaciones en varias partes del organismo e incrementar el riesgo general
de muerte prematura. Entre las posibles complicaciones se incluyen: ataques cardiacos,
accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal, amputacion de piernas, pérdida de vision y
dafios neuroldgicos. Durante el embarazo, si la diabetes no se controla de forma adecuada,

aumenta el riesgo de muerte fetal y otras complicaciones (OMS, 2016).

Tabla 2. Los tres tipos principales de diabetes

Diabetes Tipo 1 Diabetes Tipo 2 Diabetes gestacional

e Factores de riesgo: e Factores de riesgo: exceso e Aparece durante el
antecedentes familiares de de peso corporal, embarazo.
diabetes, genética, inactividad fisica, mala e Puede ocasionar graves
infecciones y otras nutricion, genética, riesgos para la salud tanto

influencias ambientales. antecedentes familiares de la madre como del nifio.

Aparece de manera muy
repentina y actualmente es
incurable.

Sin insulina, una persona
con diabetes Tipo 1
moriria.

con diabetes, antecedentes
de diabetes gestacional y
edad avanzada.

Puede pasar desapercibida
y no diagnosticada por
afios.

Asociado con mayor riesgo
de que la madre y el nifio
desarrollen diabetes Tipo 2
mas tarde en su vida.

A menudo se puede
manejar con cambios en la
dieta y con aumento de la
actividad fisica. En algunos
casos se requiere
medicacion.

Fuente: (IDF, 2015)

2.4.1.4 Diagn0stico

La diabetes se diagnostica generalmente basandose en los criterios de glucosa plasmatica,
glucosa plasmatica en ayunas (FPG) o el valor de la glucosa plasmética de 2 horas (PG de 2
horas) después de una prueba oral de tolerancia a la glucosa de 75 g (OGTT) (ADA, 2014), en

la Tabla 3 se muestran los criterios para el diagnostico de diabetes.




Tabla 3. Criterios para el diagnostico de la diabetes

Parametros Valor recomendado
FPG (Fasting plasma glucose) 2126 mg/dL (7.0 mmol/L)
OGTT (Oral glucose tolerance =200 mg/dL (11.1mmol/L)
test)
Glucosa plasmatica aleatoria 2200 mg/dL (11.1mmol/L)

Fuente: (ADA, 2014)

2.4.2 Factores de riesgo y tratamiento

La genética, la edad y el historial familiar son factores que no se pueden cambiar e incrementan
el riesgo de desarrollar diabetes de Tipo 2. Sin embargo, existen otros factores de riesgo que,
si pueden cambiarse, como lo es el sobrepeso y la obesidad, este factor de riesgo puede
cambiarse mediante una alimentacion saludable y actividad fisica (OMS, 2016). Este factor de
riesgo (obesidad) en los Ultimos afios ha aumentado entre adultos y nifios en todo el mundo, lo
cual se asocia con diferentes complicaciones como enfermedad hepéatica grasa, la diabetes Tipo
2 y complicaciones del coraz6n (Haslam & James., 2005; Kotronen et al., 2011).Se ha
observado que 9 de cada 10 personas con diabetes Tipo 2, recién diagnosticadas, tienen
sobrepeso, por lo tanto, la importancia de la prevencion temprana de la obesidad y por ende la
intervencion contra la diabetes Tipo 2 (ADA, 2014). En la Tabla 4 se muestran algunos datos

importantes sobre la prevalencia de la diabetes y de los factores de riesgo conexos para México.

Tabla 4. Prevalencia de la diabetes y de los factores de riesgo conexos.

hombres mujeres total
Diabetes 9.7% 11.0% 10.4%
Sobrepeso 61.6% 65.0% 63.4%
Obesidad 22.1% 32.7% 27.6%
Inactividad fisica 18.9% 31.2% 25.4%

Fuente (OMS, 2016)




De acuerdo con la OMS (2016), se deben de seguir medidas simples, relacionadas con el estilo

de vida, para prevenir la diabetes Tipo 2 o bien retrasar su aparicion, las cuales consisten en:

e Alcanzar y mantener un peso corporal saludable.

¢ Mantenerse activo fisicamente: al menos 30 minutos de actividad regular de intensidad
moderada la mayoria de los dias de la semana.

e Consumir una dieta saludable, que evite el azlcar y las grasas saturadas.

e Evitar el consumo de tabaco, puesto que aumenta el riesgo de sufrir diabetes y

enfermedades cardiovasculares (OMS, 2016).

El principal tratamiento para la diabetes Tipo 2, es la combinacion de una dieta saludable y
el ejercicio, esta terapia es altamente recomendada contra la resistencia a la insulina y en
las etapas tempranas de la diabetes Tipo 2. La pérdida de peso causa reduccién del tamafio
de los adipocitos, lo que revierte las anomalias en la secrecion de citocinas y en la liberacion
de acidos grasos, disminuyendo asi, la resistencia a la insulina. Asi mismo una dieta rica en
fibra, produce beneficios, al disminuir la velocidad de absorcion de la glucosa vy, por ende,
retrasar su aparicion en la sangre, lo que permite un mejor manejo de la glucosa por las
diferentes vias metabdlicas que la captan. El ejercicio, por su parte, ademas de disminuir los
depdsitos de grasa, produce efectos favorables en la captacion de la glucosa y la oxidacion
de los acidos grasos, otro de los efectos principales del ejercicio es aumentar el transporte

y la utilizacion de glucosa (hasta 50 veces) en el musculo (Laguna et al., 2013).

Otro compuesto utilizado durante décadas en el tratamiento de la diabetes tipo 2 es la
glibenclamida, el cual es un compuesto, que induce la secrecion de la insulina, al interactuar

con el canal de potasio sensible a ATP, uno de los componentes del proceso de secrecidon




de la insulina en respuesta a la glucosa. Dado que la resistencia a la insulina coexiste en la
diabetes Tipo 2, es importante combinar la glibenclamida con agentes que favorezcan la
accion de lainsulina, como la metmorfina, la tizodiniladionas u otros agentes sensibilizadores

a la accion de la hormona (Laguna et al., 2013).

Se han realizado diversos estudios sobre tratamientos alternativos para la diabetes, como
lo es el uso de plantas con efecto hipoglucemiante, por citar algunos ejemplos, esta el caso
de Gymnema sylvestre, en el cual estudiaron el extracto metandlico de esta planta para
analizar sus propiedades antidiabéticas en ratas inducidas a diabetes mediante el uso de
estreptozotocina, encontrando que la administracion oral diaria del extracto metandlico de
Gymnema sylvestre (100, 200 y 400 mg/kg de peso corporal) mostré efectos beneficiosos
sobre el nivel de glucosa en sangre, concluyendo asi, que esta planta posee propiedades
antidiabéticas, ademas de mejorar el peso corporal y los niveles totales de lipidos (Prabhu
& Vijayakumur, 2014). Otro estudio que prueba la capacidad hipoglucemiante es el realizado
por Morales (2009), en el cual evaluaron el consumo de epidermis y pulpa de xoconostle
cuaresmefio (Opuntia matudae) sobre parametros bioquimicos de ratas diabéticas,
observando que el consumo de pulpa al 0.3% disminuy6 la proteinuria hasta un 50% en
ratas diabéticas, pero respecto a los niveles de glucosa no encontraron efecto significativo,
pero concluyen que podria ayudar a reducir las complicaciones de enfermedad (Morales,

2009).

En los estudios antes mencionados, existe evidencia, de su uso para el tratamiento de la
diabetes probado en ratas, en esta investigacion se pretende realizar un estudio similar, pero

sobre el aguamiel, una alternativa de tratamiento contra la diabetes Tipo 2,




3 Justificacion

La diabetes es una enfermedad que afecta a millones de personas en el todo el mundo; y en
México es una de las principales causas de mortalidad. El costo anual de la atencién de la
diabetes en México se estima en 77, 440 millones de pesos. La diabetes tipo 2 es la mas
frecuente entre la poblacion. El principal tratamiento para la diabetes tipo 2 es la dieta y el
ejercicio. Sin embargo, generalmente conforme la enfermedad evoluciona, se requiere el uso
de farmacos para controlar los niveles de glucosa, presion y otras alteraciones que se presentan
en los diabéticos. Por tal razon, se recurre al uso de diferentes tipos de farmacos que se
emplean como apoyo para el control de la glucosa en la sangre. No obstante, dado que la
resistencia a la insulina coexiste en la diabetes tipo 2, es necesario combinar diferentes
farmacos en el tratamiento. Desafortunadamente muchos de estos farmacos tienen un costo
elevado. Ademas, no son 100 % efectivos para la regulacion de la glucosa, tienen efectos
secundarios indeseables y pueden ser toxicos para el paciente. En consecuencia, existe la
necesidad de desarrollar nuevos productos que contribuyan al control de la glucosa en las
personas diabéticas, que sean mas baratos, que logren reducir la glucosa sin necesidad de
combinarse con otros productos, que no sean téxicos y que no tengan efectos secundarios.
Actualmente, el uso de productos naturales para el control de la glucosa en personas con
diabetes tipo 2 ha surgido como una opcion viable. Sin embargo, existen limitados estudios
sobre este tema. Recientemente, se han reportado que el aguamiel de maguey tiene
propiedades prebidticas y antioxidante y favorece la absorcion de minerales. En el centro del
pais, algunas personas con diabetes refieren que el consumo del aguamiel les ayuda a tener
un mejor bienestar ya que al parecer disminuye los sintomas provocados por la diabetes. Sin

embargo, no existen evidencias o publicaciones cientificas que muestren un posible efecto




terapéutico del aguamiel en personas con diabetes, tampoco sobre su capacidad hipoglucémica
en personas con diabetes o bien que muestren que el aguamiel confiere algin efecto en las
personas con diabetes que derive en un bienestar fisico o fisioldgicos. Por lo tanto, surge la
necesidad de analizar al aguamiel para determinar su posible potencial como hipoglucemiante
en las personas con diabetes Tipo 2. Esto, como una manera de contribuir al desarrollo de una
alternativa a los tratamientos con farmacos, el cual muy posiblemente seria mas econémico que
la insulina (lo que podria reducir costos a las gobiernos federales, estatales y municipales), o
gue el tratamiento en el que se utiliza la combinacién de 2 o0 mas farmacos; contribuyendo con
esto a una posible mejor calidad de vida para las personas con diabetes.

Ademas de lo anterior, es importante sefialar que la siembra y cultivo del Maguey pulquero en
el centro del pais, y especificamente en el estado de Hidalgo, estd en decremento; por lo que
autoridades de la secretaria de agricultura tanto estatales como federales han declarado que
esta planta esta en el limite para ser considerada como en peligro de extincién en el estado.
Aunqgue por muchos afios en la regién centro del pais (como en el estado de Hidalgo) se ha
fomentado la siembra del maguey mediante diferentes programas denominados como “rescate
del maguey”, no se ha logrado un incremento importante en el nimero de plantas adultas. El
problema principal por la falta de interés por cultivar el maguey y llevarlo hasta la etapa adulta,
es que los productores no reciben una remuneracién econémica adecuada por estas plantas o
por los pocos productos que actualmente se obtiene de ella. Ademas de la depredacion de las
pencas, generalmente, por parte de los productores de barbacoa. Por lo que, es necesario el
desarrollo de nuevos productos o subproductos del maguey que le confieran un valor agregado
atractivo para los productores, lo que conllevé a un incremento importante en la siembray cultivo

del maguey de tal manera que se contribuya a la reforestacion y al rescate del maguey.




4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto hipoglucémico del aguamiel obtenido de Agave salmiana en ratas Wistar con

diabetes inducida.

4.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar fisicoquimicamente el aguamiel natural y pasteurizado

2. Inducir diabetes Tipo 2 a ratas Wistar mediante una dieta hipercalorica y estreptozotocina
3. Evaluar el efecto hipoglucémico del aguamiel en ratas con diabetes tipo 2.

4. Evaluar el efecto del aguamiel sobre el dafio pancreatico, renal y hepatico asociado a la

diabetes.




5 Hipotesis

El aguamiel obtenido del maguey pulguero (Agave salmiana) tiene efecto hipoglucémico en

ratas Wistar con diabetes inducida.




6 Materiales y métodos
6.1 El esquema experimental esta dividié en dos apartados principales.

1. Se realizaron pruebas para determinar la temperatura de pasteurizacion del aguamiel,
cuantificacion de los parametros fisicoquimicos del aguamiel natural y pasteurizado (pH,
acidez, Brix, solitos totales, cenizas, proteina), asi como la determinacién del perfil de
fructanos en el aguamiel.

2. Induccién de la diabetes a un grupo de 50 ratas, y la determinacion de la capacidad

hipoglucémica del aguamiel.
6.2 Material bioldgico

e Aguamiel de maguey pulguero (Agave salmiana).
e Ratas Wistar con un peso de 180-200 g de peso corporal obtenidas del bioterio de la

Salud de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH).
6.3 Obtencién del aguamiel.

Se trabajé con un lote de 10 L de aguamiel; éste se recolectdé en septiembre de 2016. El
aguamiel se obtuvo directamente de los magueyes y por la mafiana (6:30 a.m.); con la finalidad
de evitar la fermentacion o degradacion del aguamiel, este fue recolectado 2 horas después de
gue la cavidad de los magueyes fue raspada para estimular la liberacion de la savia. Asi, al
momento de la recoleccion el aguamiel presentd un aspecto ligeramente café, sin turbidez, y
sin signos de fermentacién. El aguamiel fue recolectado en recipientes estériles de vidrio de 1
litro; los frascos fueron trasportados al laboratorio en hieleras que contenian bolsas con gel

congelado especial para el transporte de muestras. En el laboratorio, el aguamiel se filtré con




el material denominado como “manta de cielo” para eliminar materia extrafia. El aguamiel filtrado
se distribuyé en frascos de plastico de 150 mL y se almacenaron en un ultracongelador (Thermo
scientific) a una temperatura de -74 °C hasta su uso. El aguamiel fue descongelado en bafio

maria a 40 °C.

6.4 Pasteurizacion de aguamiel

Se realiz6 el proceso de pasteurizacion mediante bafio maria, buscando temperatura y tiempo
adecuado de pasteurizacion (72 °C/20 s, 72 °C/1 min y 63 °C/15 min). Para comprobar la
eficiencia de la pasteurizacion se realizd recuento de bacterias mesofilas aerobias (BMA),
mediante la técnica de vertido en placa, utilizando agar para métodos estandar, el conteo de

bacterias se realiz6 a una dilucion de 101

6.5 Andlisis fisicoquimico del aguamiel

6.5.1 Acidez
Se realizé utilizando el método descrito por la AOAC (1990), método oficial 950.07. Diez mililitros
de aguamiel se diluyeron en 100 mL de agua destilada, se adicion6 0.2 mL de fenolftaleina 'y se
realiz6 una titulacion con NaOH 0.1 N. Se registro el volumen de NaOH que se requirio para la
aparicion de un color rojo rosado permanente.

6.5.2 Determinacién de pH
Se realizé mediante el método de la A.O.A.C (1990), método oficial 945.10. Se tomé una
alicuota de aguamiel bajo condiciones asépticas, y se midi6é el pH utilizando el sistema de
electrodo de referencia/pH, siguiendo las instrucciones del fabricante. El equipo se calibré con

soluciones buffer de pH 4y 7.




6.5.3 Determinaciéon de proteina
Se utilizé el método 920.105 de la AOAC (1995). Dos gramos de aguamiel se colocaron en
tubos de digestion, se agregd 10 mL de &cido sulfurico a cada tubo y una pastilla catalizadora
de sulfato de sodio-cobre. Los tubos se introdujeron en el digestor y la reaccion se mantuvo
durante 1.25 h. Después, los tubos se dejaron a temperatura ambiente y el contenido se
transfirid a un destilador Kjendal. El factor de conversion utilizado fue de 6.25.

6.5.4 Determinacién de sélidos solubles totales (SST).
Se realiz6 de acuerdo con lo descrito por la AOAC (1990). Se colocaron 2 g de aguamiel en
charolas de aluminio y se introdujeron en una estufa a 90 °C / 4 h para llegar hasta peso
constante. Los resultados fueron obtenidos por diferencia de peso.

6.5.5 Determinacion de cenizas
Se realizé mediante lo descrito por la AOAC (1990) método 14.006. Se colocaron 2 g de
aguamiel en un crisol (previamente puesto a peso constante), se precalentod la muestra en placa
calefactora y posteriormente se coloco en una mufla y se incinero a 600 °C hasta obtener
cenizas blancas; se dej6 enfriar en desecador y se pesé. Los resultados se obtuvieron mediante
gravimetria.

% de cenizas totales = (g de cenizas / g de muestra) X 100.

6.5.6 °Brix
Se tom0 una muestra directa de aguamiel y se midié con un refractometro digital AR200 marca

Reichert® Analytical Instruments.




6.6 Analisis de fructanos

6.6.1 Cromatografia en capa fina (TLC)
Se realizd de acuerdo con lo descrito por Mellado-Mojica & Lépez (2012); Un puL de aguamiel
se colocd en una placa de TLC de silica gel con soporte de aluminio. La placa de TLC se
deposité en una mezcla de disolventes de butanol/propanol/agua (3:12:4 por volumen) (Kanaya,
Chiba, & Shimora, 1978), y a las placas de TLC se le agregd una mezcla de

anilina/difenilamina/acido fosférico en acetona para revelar las bandas de fructanos.

6.7 Efecto del consumo de aguamiel de maguey en ratas diabéticas

Este estudio se realiz6 en el Bioterio de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. El
protocolo cientifico se presentd ante el Comité Institucional Etico para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CIECUAL), obteniendo la aprobacion para el desarrollo de los

experimentos con aguamiel en las ratas Wistar.

6.7.1 Mantenimiento de los animales
Se utilizaron ratas machos Wistar, con un peso inicial de 180 a 200 g. Los animales se alojaron
en jaulas individuales en el bioterio, bajo condiciones de temperatura controlada de 22 + 2 °C,
con un ciclo invertido de 12 h de luz/oscuridad, con alimento estandar (Formulab Chow) que
contenia 12% de humedad, 23% de proteina, 6.5% de grasa, 4% de fibra y 8% de cenizas.
6.7.2 Induccion de diabetes
Para la induccion de la diabetes en las ratas primero se les provocé obesidad y posteriormente
la diabetes (Figura 1). Para la obesidad se les proporciond una dieta hipercalérica a base de
alimento estandar y manteca de cerdo, y se adiciond vitaminas y minerales. Una vez que las
ratas alcanzaron un peso de 380 +20 g, se indujo la diabetes con estreptozotocina (Sigma-

Aldrich, Toluca, México); el compuesto se administrd via intraperitoneal a 40 ratas a una dosis




de 35 mg/kg de peso corporal, previo ayuno nocturno de 8 horas. Para la preparacion de la
estreptozotocina (STZ), esta se disolvidé en una solucion amortiguadora de citrato 0.1 M a pH
4.5, la solucién de prepar6 minutos antes de la administracion. Cuatro dias después de la
administracion se cuantifico la glucosa en sangre. Se consideraron como ratas diabéticas a

aguellos animales que presentaron una concentracién de glucosa mayor a 180 mg/dL.

Dieta hipercaléria Tratamiento
] Estreptozotocina [ !

[ L] 3 mg/Kg ] 1’
|||l@|||l

Induccion a diabetes 5 6 T.M
i SR

Semanas Sacrificio

::‘:( b

Figura 1. Diagrama experimental

6.7.3 Determinacion de glucosa sanguinea en ayuno
La glucosa en ayuno se cuantifico utilizando un glucometro marca Accutrend Plus, el cual tiene
un rango de sensibilidad de 20 a 600 mg/dL de glucosa, con un tiempo de medicién de 12
segundos y empleando tiras reactivas Accutrend glucose. Las muestras de sangre se obtuvieron
de la vena caudal de las ratas en un estado de ayuno de 8 h.

6.7.4 Evaluacion hipoglucémica del aguamiel
Para este estudio se utilizaron 50 ratas, de las cuales, 10 no fueron inducidas a diabetes (grupo

sano) el resto de las ratas diabéticas fueron divididas como se muestra en la Tabla 5.




Tabla 5. Grupos experimentales para la evaluacion del efecto del aguamiel en ratas diabéticas.

Grupo Ratas Tratamiento
CC Sanas (n=6) Ninguno
CP Diabéticas (n=6)  Control positivo. Recibieron hipoglucemiante oral (glibenclamida) a lo

largo del tratamiento

CN Diabéticas (n=6) Control negativo. No recibieron ningun tratamiento.
AP Diabéticas (n=6) Aguamiel pasteurizado, a una dosis de 11 mL.
AN Diabéticas (n=6) Aguamiel sin pasteurizar, a una dosis de 11 mL

Durante los 28 dias que dur6 el tratamiento, a las ratas se les monitoreo glucosa cada semana;
y diariamente se monitoreo ingesta de alimento, consumo de agua, ganancia/ pérdida de peso
corporal, comportamiento conductual, piloereccién y sobrevivencia. Al finalizar el tratamiento,
los animales fueron sacrificados mediante puncién cardiaca, previa insensibilizacién en camara
de COg2, y dislocacion cervical. Se obtuvieron muestras de higado, rifién y pancreas, los cuéles

fueron fijados en formol al 10 % hasta su analisis.

6.7.5 Determinacion cuantitativa de colesterol total
Para estas determinaciones se utilizo el suero sanguineo, previamente recolectado después del
sacrificio de las ratas. La medicion se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
SPINREACT CHOLESTEROL-LQ.
El reactivo utilizado consistié en PIPES pH 6.9 (90 mmol/L), fenol (26 mmol/L), colesterol
esterasa (CHE, 1000 U/L), colesterol oxidada (CHOD, 200 U/L), peroxidasa (POD, 650 U/L) y 4
aminofenaza (4-AF, 0.4 mmol/L), asi mismo se utilizO un patron primario de colesterol.

Primeramente, se pipeteo el blanco de reactivos, posteriormente la muestra patron (reactivo




mas patron), y finalmente las muestras (reactivo mas muestra). Se mezcl6 y se incubo 5 min a

37 °C, se leyo la absorbancia a 505 nm del patron y de la muestra, frente al blanco de reactivo.

6.7.6 Determinacion de Triglicéridos
Se realizé con kit enziméatico SPINREACT TRIGLYCERIDES-LQ, para ello se utilizaron las
muestras de suero sanguineo, se utilizé reactivo y estandar listos para su uso, se utilizd un
blanco de reactivo, solucion patron y la muestra, todos se leyeron a una longitud de onda de
505 nm, previa incubacion a 37 °C por 5 min. El célculo de triglicéridos se realiz6 de acuerdo
con la siguiente formula.

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patrén— (A)Blanco

X Conc. Patrén = mg/dL de triglicéridos en la muestra

6.7.7 Determinacion de Colesterol HDL
Se realiz6 mediante un kit enzimatico, siguiendo las instrucciones del fabricante SPINREACT
HDL COLESTEROL D. Se utilizé plasma sanguineo, dos reactivos listos para usarse (R1y R2)
y una muestra estandar HDLc. Se preparo un blanco con el reactivo R1, el calibrador (reactivo
y estandar) y las muestras (reactivo 1 mas muestra), se mezclo y se incubo 5 min a 37 °Cy se
leyd su absorbancia a 570 nm (A1), posteriormente se afladié en todos los casos el reactivo R2,
se mezclo e incubo 5 min a 37 °C se ley6 su absorbancia a 570 nm (A2). Para el calculo de

HDL, se utilizo la siguiente formula.

(AA)Muestra
(AA)Calibrador

X Conc. Calibrador = mg/dL de HDL colesterol en la muestra

6.8 Analisis histologico a pancreas, higado y rifion.
Posterior al sacrificio de los animales, se recolectaron los érganos, iniciando con el pancreas,
posteriormente se recolectd el higado y por ultimo el riidn derecho, los tres érganos se lavaron

para eliminar la sangre y se fijaron en formol al 10%. Después de una semana se analizaron los
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organos; se realizaron pequefios cortes de los mismos y se prepararon en histocassets,
deshidratandose en el equipo MICROMM (procesadora anatomica de tejidos, modelo Leica
TP1020), posteriormente, se introdujeron en parafina para poder llevar a cabo los cortes. Para
realizar los cortes se utilizé un micrétomo marca Leica RM 2125RT, los cortes se realizaron a 4
micras, en un angulo de 3.5, los cortes obtenidos se colocaron en flotacion en bafio maria a una
temperatura de 40 °C, posteriormente se secaron a 60°C, para fijar la muestra y eliminar la
mayor cantidad de parafina.

Una vez terminado este procedimiento, se tifieron con Hematoxilina-Eosina, y se realiz6 una
limpieza con xilenos, para posteriormente deshidratarlos con alcoholes de mayor a menor
concentracion (100%-70%), se enjuagé en agua, seguidamente se realiz6 la tincibn con
hematoxilina, con el objetivo de tefir el nlucleo de las células, se elimind el exceso de
hematoxilina y se realizé una segunda tincion, ahora con eosina, esto con el objetivo de tefiir el
citoplasma, se sigui6 con lavados en alcoholes de menor a mayor concentracion (70%-100%),
y se termind con xilenos. Por dltimo, se fijé con resina sintética y cubre objetos para observar
en microscopio 6ptico marca Olympus, donde se observaron los cambios, para finalizar se utilizé
un microscopio optico de fluorescencia Olympus BX41, donde se realizé la toma de fotografias

a una magnitud de 400X.

6.9 Andlisis estadistico

Los resultados del analisis proximal del aguamiel fueron expresados como la media + la
desviacion estandar (DE) de cada experimento con tres repeticiones cada uno. Para el efecto
del consumo de aguamiel en ratas diabéticas, se realizd un analisis de varianza (ANOVA),

seguido de una prueba Tukey para la comparacion entre los grupos. Se emple6 un nivel de




significancia de P<0.05, con un nivel de confianza del 95%. Todo el analisis estadistico fue

realizado en el programa IBM SPSS Statistics 20.




7 Resultados y discusiones
7.1 Pasteurizacion de aguamiel

Como todos los alimentos crudos, el aguamiel presenta una microbiota especifica y
determinada, la cual proviene del mismo medio en donde se obtiene la savia. Parte de esta
microbiota fermenta los azucares y produce alcohol y otros microorganismos producen
polimeros dando como resultado el pulque. El proceso de fermentacién y formacion de
polimeros (degradacion o transformacion) a partir del aguamiel puede ocurrir incluso dentro del
misma cavidad del maguey si el aguamiel no es retirado. El proceso de fermentacion o
degradacion del aguamiel es relativamente rapido (Olvera et al., 2015). Como la finalidad del
estudio no era la produccién del pulque sino el utilizar el aguamiel, este se colecté como maximo
2 horas después de que la cavidad de los magueyes productivos fue raspada; y el producto se
trasporté bajo refrigeracion. En el laboratorio se disefié un experimento procedimiento para
eliminar a los microrganismos deterioradores o fermentadores del aguamiel para tener un
producto estable para su posterior uso en los estudios con las ratas. El aguamiel natural o crudo
presentd una concentracion de bacterias mesoéfilas aerobias (BMA) de 9,860+140 UFC/mL. En

la

Tabla 6 se presentan las temperaturas y tiempos de tratamiento del aguamiel junto a el recuento
de UFC/mL. Con los tratamientos a 72°C por 20 s y por 1 min se logré reducir la concentracion
de BMA a un nivel de 10 UFC/mL y no detectable (0 UFC/mL). En adelante se decidi6
pasteurizar el aguamiel a 72 °C por 1 minuto. En la tabla 6 se puede observar que entre mas

alta la temperatura de tratamiento es menor el tiempo que se requiere para reducir la




concentracion de microorganismos. Posteriormente, tanto el aguamiel natural como el

pasteurizado se conservaron en congelacion hasta su uso.

Tabla 6. Temperaturas de tratamiento del aguamiel

Temperatura de Tiempo de UFC/mL
pasteurizacion pasteurizaciéon
72°C 20s 10+0.002
1 min 0
63°C 15 min 100+10P

Cada valor representa la media + desviacion estandar de tres determinaciones independientes.
Medias en columnas con diferentes letras indican diferencia significativa por la prueba de Tukey,
(P<0.05). (UFC/mL recuento en placa en medio de cultivo cuenta estandar)

7.2 Andlisis fisicoquimico de aguamiel

Los resultados del andlisis proximal para el aguamiel de Agave salmiana pasteurizado y natural
se presentan en la Tabla 7. Se puede observar que el aguamiel no sufre ningin cambio
estadisticamente significativo en el contenido de proteina por efecto del tratamiento térmico. No
obstante, si se observaron cambios estadisticamente significativos para el contenido de cenizas
y sélidos solubles; los valores aumentaron en el aguamiel pasteurizado. En un estudio realizado
por Mufiiz-Marquez et al., (2015), en donde usaron temperaturas de esterilizacion (121 °C por
15 minutos), para jarabe de agave, estos investigadores no encontraron diferencias
estadisticamente significativas sobre los resultados de proteina, cenizas y solidos solubles,
concluyendo que la aplicaciéon de temperatura al aguamiel no afecta el contenido de proteina,
siendo este parametro, uno de los mas importantes en el aguamiel.

En nuestro estudio, una explicacion sobre la diferencia observada en el contenido de ceniza y

solidos totales entre el aguamiel natural y el pasteurizado es que durante el tratamiento térmico




se perdid agua por vaporizacion (debido a la forma en cdmo se realiz6 la pasteurizacion) de tal
manera que los compuestos solubles e insolubles se concentraron; por lo que al realizar las
determinaciones, las muestras del aguamiel pasteurizado desde el inicio presentaban ya un
mayor contenido de algunos de sus componentes.

Tabla 7. Analisis quimico proximal de aguamiel natural y pasteurizado

Solidos
Aguamiel Proteina Cenizas Solubles
Pasteurizado 0.37+0.005a 0.39+0.01a 12.96+0.03a
Natural 0.37+0.005a 0.33+0.02b 12.69+0.02b

Cada valor representa la media * desviacion estandar de tres determinaciones independientes. Medias en
columnas con diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa por la prueba de Tukey, (P<0.05).

Es importante resaltar que el contenido de proteina en el aguamiel analizado resulto ser similar
al reportado por Ramirez (2010), el cual fue de 0.332 (%p/v) para aguamiel de Agave salmiana.
Algunos autores reportan que la composicion del aguamiel varia de acuerdo con la especie de

agave, época del afio, las condiciones climaticas y otros factores (Ortiz-Basurto et al., 2008).

En la Tabla 8 se muestran valores de pH y acidez, para el aguamiel natural y pasteurizado. Los
valores de pH y de acidez son mayores para el aguamiel pasteurizado; esto se puede deber a
gue en el aguamiel natural los microorganismos han iniciado el proceso de fermentacion, lo que
provoca que estos niveles disminuyan. Respecto al contenido de °Brix para aguamiel natural

fue de 13.4 y para pasteurizado de 13.6.

Tabla 8. pH y acidez titulable y para aguamiel pasteurizado y natural

Aguamiel pH Acidez titulable (%)
Pasteurizado 6.58+0.00 0.50£0.00
Natural 5.8+0.00 0.30+0.00




Mufiz-Marguez et al., (2015), reportaron un contenido de °Brix de 9.67 y 10.60 para jarabe de
agave estéril y natural, respectivamente; sin embargo, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.

7.2.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

Para la identificacidn cualitativa de azlcares de aguamiel, se utilizé el andlisis de cromatografia
en capa fina (TLC). En la Tabla 9 se ejemplifica la distribucién de las muestras de aguamiel y
estandares en el TLC. Se analizaron 5 muestras de aguamiel con la finalidad de identificar los
principales compuestos y la variabilidad entre ellas. Se usé 1 microlitro de solucién estandar de
FOS (glucosa-fructosa, sacarosa, kestosa, nistosa y DP 5) y se colocé en los carriles 1y 13; en
los carriles 2 y 14 se coloc6 1 microlitro de estandar de MOS (glucosa, maltosa, maltotriosa,
maltotetrosa, maltopentosa, maltohexosa, maltoheptosa).

En la Figura 2 se muestra el TLC de las 5 muestras de aguamiel; se observa que el aguamiel
contiene en todos los casos glucosa y fructosa, y en mayor proporcién sacarosa. El Unico FOS
gue se observa en todas las muestras es la 1-kestosa. Los disacaridos que se pudieron

distinguir en las placas de TLC fueron la maltotriosa, maltopentosa y maltoheptosa.

Tabla 9. Distribucion de las 5 muestras de aguamiel en el TLC

Carril en TLC
Muestra de aguamiel Aguamiel sin diluir (1pL) | Aguamiel diluido 1:10 (1pL)
AM1 3y8 15y 20
AM2 4y9 16y 21
AM3 5y 10 17y 22
AM4 6y1ll 18y 23
AM5 7y12 19y 24
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Figura 2. TLC de 5 muestras de aguamiel de A. salmiana (2-12(1uL) y 15-24(1:10)), con 2 repeticiones cada una.
En los carriles 2 y 14 se encuentran estandares de FOS y un estandar de MOS.

Como se puede observar el aguamiel de estudio es complejo ya que se pueden notar otras
bandas de carbohidratos que no son fructanos y que valdria la pena analizar. En un estudio
similar realizado por Muiiz-Marquez et al. (2015), en el jarabe de agave encontraron fructosa,
glucosa y kestosa, mediante un estudio de TLC. En otro estudio realizado por Lopez et al.
(2003), demostraron que los fructanos presentes en agave no son tipo inulina, sino mezclas
complejas de fructooligosacaridos y fructanos que contienen enlaces B (2-1) y B (2-6). Mientras
gue en otro estudio Mellado-Mojica & Lopez (2012) estudiaron la pifia de A. tequiliana weber
variedad azul y encontraron fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidon como
carbohidratos mas abundantes; y en el estudio por cromatografia en capa fina, demostraron

gue las plantas de 2-5 afios almacenaban principalmente fructooligosacaridos. Los FOS son




compuestos bioactivos con importantes efectos benéficos que favorecen una buena absorcion
de minerales en el cuerpo, regulan los niveles de glucosa y colesterol en la sangre y la actividad
mas importante es la induccién de crecimiento de microorganismos probiéticos en el tracto

intestinal (Mufiz-Marquez et al., 2016).

En nuestro estudio se observaron carbohidratos tipo FOS y MOS, los que seria importante
estudiar en que cantidad estan presentes y cuales son los otros carbohidratos que no se

pudieron identificar.

En la Figura 3 se muestra el perfil de carbohidratos obtenido mediante TLC para el aguamiel
pasteurizado, aguamiel natural y estandares de FOS (glucosa-fructosa, sacarosa, 1-kestosa,
nistosa y DP5). En este TLC, lo mas importante de notar es la diferencia que existe ente el
aguamiel pasteurizado y el aguamiel natural; se observé que el aguamiel que recibié tratamiento
térmico presenta mayor contenido de sacarosa. Estos resultados concuerdan con los estudios
realizados por Mufiiz-Marquez et al. (2015), donde observaron que el jarabe de agave sometido
a un proceso de esterilizacion (15 libras/121°C/ 15 minutos) presentdé cambios en el contenido
de azucares. Se encontré que la sacarosa estuvo presente en mayor concentracion después
de la esterilizacion; los analisis fueron realizados por TLC y HPLC. En un estudio realizado por
Leal-Diaz et al., (2016) en aguamiel concentrado, encontraron una alta concentracion de
carbohidratos disponibles (43%), principalmente de sacarosa (44.4%), glucosa (29.1%) y
fructosa (26.5%).

Cabe sefialar que en los dos estudios anteriores se observo la presencia de kestosa, al igual
gue se detectd en las muestras de aguamiel que analizamos. Se ha reportado que la kestosa
tiene efecto prebidtico por lo que puede tener efectos benéficos para la salud (Mufiz-Marquez

et al., 2015).
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Figura 3. TLC de aguamiel pasteurizado (1), aguamiel natural (2) y estandar de FOS (3).

Este primer estudio sobre la identificacion de compuestos del aguamiel es muy importante ya
gue es la base para identificar compuestos con posible valor nutricional y para poder definir al
aguamiel como una bebida funcional. Se han realizado pocos estudios sobre el efecto bioldgico
del aguamiel; dentro de ellos podemos destacar el realizado por Tovar-Robles et al. (2011) en
donde, después de estudios aplicados a conejos, proponen al aguamiel como un producto

nutracéutico que puede ayudar a reducir las deficiencias de hierro.

7.3 Efecto del consumo de aguamiel en las ratas

7.3.1 Efecto de aguamiel sobre peso corporal
Desde el inicio todos los animales fueron alimentados con una dieta hipercal6rica para
conseguir una ganancia de peso acelerada. En la Tabla 10 se presenta la ganancia y/o pérdida

de peso de las ratas Wistar desde el dia en que se recibieron las ratas hasta el dia en que se




realizé el sacrifico. En este periodo se incluye la etapa en la que las ratas de indujeron a la

diabetes, y su posterior comportamiento como ratas diabéticas.




Tabla 10. Ganancia y/o pérdida de peso a lo largo del tratamiento en ratas sanas y diabéticas.

Semanas

Grupos 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Fin

cc 24.66+13. 49+8.41 41+420.92 29.66+8.28 34.33+20.6 -0.833+2.4 11.66+12.7 22.33+15.4 17.5+6.97a 10.83+7.9 11.16+2.78
8c d c c lcd ab 8a 7ab b ab b

CN 45.3348.6 54.33+7 33+15.21 25.83+4.07 36.16+7.54 5.33+6.18a 7.66+10.98 3.33+22.34 -11+41.06 24.5+44.46 10.16+3.06
8c d c c cd b a ab ab ab b

CP 33+12.24 53.5+14.62 27.83+12.4 24.83+8.68 43.5+7.44 -45+2.25 10.83+11.3 9.33+26.74 13.5+6.28 -4.33+9.75 2.16+4.66
c d 8c c cd ab 3a ab ab ab b

AN 42.33+9.0 43.33+8.86 42.66+40.8 11.5+39.37 32.33+12.0 -3.83+4.07 -11.5#8.5 12.16+35.5 7.83+21.71 2+11.36 6.83+6.91
2c d 1c c 4cd ab a 8ab ab ab b

AP 37.66+10. 54.33+3.98 21.66+15.8 40.33+14.3 48.83+8.18 -9.66+2.8 17.66+18.9 3.5+24.99a 1.33+10.57 0.66%5.04 9.549.07
15c d 3c 8c cd ab 2a b ab ab b

Cada valor representa la media + desviacién estdndar de seis determinaciones independientes. Medias en columnas con diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas por la prueba de Tukey, (P<0.05) (CC; Control sano, CN; Control negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel
Natural, AP; Aguamiel pasteurizado).




Cabe sefalar que también en la tabla se incluyen el comportamiento de las ratas control normal,

es decir el grupo al que no se le indujo la diabetes y fueron alimentadas con una dieta normal.

En la semana 0, que fue donde todas las ratas recibieron dieta normal por la adaptacién al ciclo
invertido que se les impuso, no se muestran diferencias estadisticamente significativas en todos
los grupos. De la semana 1 a la 4, todos los grupos tuvieron una ganancia significativa de peso.
De e la semana 0 hasta el fin del tratamiento el grupo CC tuvo ganancia de peso, debido a que
estaban en etapa de crecimiento; mientras que los demas grupos tuvieron un comportamiento
de pérdida y ganancia de peso, ganancia en las primeras semanas debido a su desarrollo
fisiologico y a la dieta hipercalérica y pérdida de peso de la semana 5 en adelante debido a la
induccion a diabetes y el desarrollo de la enfermedad. El estado mas avanzado y peligroso de
la diabetes se debe a la cetosis. El problema inicia con una lipélisis descontrolada que disminuye
los depdsitos de triacilglicéridos en el tejido adiposo, causando pérdida de peso, aumento de

acidos grasos en sangre y oxidacion de éstos en el higado (Laguna et al., 2013).

Se inicio con un peso promedio de las ratas de 176 g, y al momento de la induccién a diabetes
se tuvo un peso promedio de 358 gramos. Se logré inducir al 65% de las ratas a la diabetes.
Este modelo de induccion a la diabetes en las ratas que consistié en alimentarlas con dieta alta
en grasa y posteriormente inyectarlas con estreptozotocina, es ampliamente utilizado. En este
modelo se trata de semejar la progresion natural y los cambios que se producen gradualmente
en el metabolismo de las personas que desarrollan diabetes Tipo 2 (Radenkovic”, Stojanovic’,
& Prostran, 2016). Srinivasan et al. (2005), realizaron un estudio similar, trabajando con ratas
Sprague-Dawley macho. En ese estudio la dieta consisti6 en 58% de grasa, 17% de
carbohidratos y 25% de proteinas, la dieta se administré durante dos semanas y posteriormente

se administré una dosis de 35 mg/kg de estreptozotocina via intraperitoneal. Se concluy6 que

45



la combinacion de una dieta alta en grasas junto con una inyeccion a dosis baja de
estreptozotocina, sirve como un modelo alternativo para la induccién de diabetes Tipo 2. En otro
estudio Zhang et al. (2008), alimentaron ratas Wistar macho con una dieta rica en grasas
durante 4 semanas y posteriormente recibieron inyeccion doble de estreptozotocina con dos

semanas de diferencia. Se tuvo una tasa de induccién a la diabetes del 85%.

El modelo de induccién a la diabetes utilizado en nuestro estudio tuvo una tasa de éxito del
65%; por lo que se considera como un modelo adecuado para el desarrollo de la diabetes tipo

2 en las ratas que se usaron en los estudios con el aguamiel.

Respecto al comportamiento conductual, se pudo observar que una vez que las ratas
adquirieron la diabetes, empezaron a mostrarse agresivas y a orinar en mayor cantidad; la orina
presenté un olor intenso. De acuerdo con Laguna et al. (2013), los sintomas y signos de la
diabetes son poliuria (aumento en la produccién de orina), polidipsia (aumento en la sed),

polifagia (hambre), pérdida de nitrégeno, cetosis y pérdida de peso.

De acuerdo con el consumo de agua, se presentan los resultados en la Gréfica 1. Se muestran
los grupos de ratas contra el consumo de agua promedio en mililitros; primeramente, se observa
al grupo control (CC), las cuales eran ratas sanas y su consumo de agua promedio puede
usarse para representar lo que consume el animal en condiciones normales (55 mL/dia). El
grupo control negativo (CN), consumi6 cerca de los 120 mL/dia; a este consumo excesivo de
agua se le denomina polidipsia. En condiciones normales, la glucosa sanguinea se reabsorbe
en su totalidad al nivel de las nefronas donde se depura la sangre. Sin embargo, cuando los
niveles de glucosa en la sangre rebasan la capacidad de reabsorcion en el rifion (una cifra de

alrededor de 180 mg/dL de glucosa en sangre), se elimine glucosa por la orina (glucosuria) para




compensar la hiperglucemia lo cual arrastra consigo agua, generando el sintoma de poliuria. A
su vez, la pérdida de agua es la causante de la polidipsia (Laguna et al., 2013). De acuerdo con
la Grafica 1, se observa que los grupos control positivo (CP) y el que recibio tratamiento con
aguamiel natural (AN), estabilizaron su consumo de agua practicamente a 80 mL/dia, y no se

observo diferencias estadisticamente significativas entre estos dos grupos.
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Grafica 1. Consumo diario de agua (mL) a lo largo del tratamiento por los diferentes grupos de ratas (CC; Control
sano, CN; Control negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel Natural, AP; Aguamiel pasteurizado).




7.3.1 Evaluacion hipoglucemiante del aguamiel

Los niveles de glucosa obtenidos tanto en las ratas diabéticas sometidas a los diferentes

tratamientos como en las no diabéticas (CC) se presentan en la Tabla 11 y en la Gréfica 2. Los

valores de glucosa en las ratas estuvieron entre 60 a 350 mg/dL desde el inicio de los

tratamientos y hasta el final. En el grupo CC los niveles de glucosa oscilaron entre los 70y 120

mg/dL. Todos los grupos diabéticos iniciaron con una glucosa en sangre de alrededor de 250

mg/dL, se puede observar que durante la primera semana de tratamiento la glucosa en sangre

aumento para los grupos AP, AN y CN, al notar este cambio en los grupos que recibieron

aguamiel se decidi6 duplicar la dosis de aguamiel de 5.5 a 11 mL por rata.

Tabla 11. Niveles de glucosa en sangre (mg/dL) de los grupos de ratas a lo largo del tratamiento

Tiempo cC CN CP

AN

AP

Sem. 0 88+15.38a  263+75.53b 276.75+36.85b

Sem.1 112.5+22.35a 274.5+113.4b 158.25+35.31b

Sem.2  124.5+10.21a 198+110.23b 261.75+76.03b

Sem.3  120.5%17.71a 242.25+83.33b  298.5+107.11b

Sem.4  90.75+24.10a  299+94.45b 185.25+30.08b

241.75+74.32b

286.75+115.09b

231+69.02b

195.25+58.46b

167+54.04b

267.5+61.58b

296.5+63.34b

211.75+47.47b

255+32.38b

237.75+14.63b

Cada valor representa la media + desviacion estandar de seis determinaciones independientes. Medias en filas con
diferentes letras indican diferencia significativa por la prueba de Tukey, (P<0.05). (CC; Control sano, CN; Control
negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel Natural, AP; Aguamiel pasteurizado).
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Grafica 2. Concentracion de glucosa en sangre de los diferentes grupos de ratas durante las 4 semanas de
tratamiento (CC; Control sano, CN; Control negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel Natural, AP; Aguamiel
pasteurizado).

En la segunda semana se observé una disminucion de la glucosa en los grupos que recibieron
aguamiel, pero en la semana 3 y 4, el grupo que recibié aguamiel pasteurizado, incremento
ligeramente sus niveles de glucosa, mientras que el grupo que recibié aguamiel natural tuvo
una tendencia a disminuir glucosa hasta 167 mg/dL. El grupo CN, mostro una tendencia de
glucosa no controlada, como se observa en la grafica 2, terminando con niveles cercanos a los
300 mg/dL. Respecto al grupo que recibio glibenclamida, en la primera semana de tratamiento
se observo una disminucion de glucosa, pero en la semana 2 y 3 se mostro un incremento; para

la semana 4 se noté nuevamente una disminucion. Este comportamiento poco controlado del




medicamento se puede deber a que la glibenclamida es util en los estadios de diabetes tipo 2
en los cuales las células B poseen reservas de insulina, sin embargo, cuando el dafio por la
hiperglucemia se ha extendido y afectado por la produccion de ésta, el uso de glibenclamida

resulta poco eficaz (Laguna et al., 2013).

En la Grafica 3 se presentan los resultados de glucosa en sangre en la dltima semana de
tratamiento; se observa que el grupo CC presento niveles normales de glucosa (alrededor de
80 mg/dL), el grupo CN término con niveles de glucosa cercano a los 300 mg/dL, el grupo AP
por arriba de 200 mg/dL, y los grupos CP y AN con niveles por debajo de los 200 mg/dL, no

existio diferencias estadisticamente significativas entre los grupos CP, AN y CC.
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Gréfica 3.Concentracion de glucosa en sangre de los 5 grupos de ratas en la cuarta semana de tratamiento (CC;
Control sano, CN; Control negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel Natural, AP; Aguamiel pasteurizado).

Con base en estos resultados, se puede decir, que tanto el aguamiel natural como el
pasteurizado mostraron un efecto hipoglucémico igual que el farmaco administrado. No
obstante, el efecto del aguamiel que recibid tratamiento térmico fue ligeramente menor que el
observado con el aguamiel natural. Es posible que los componentes del aguamiel que participan
o provocan el efecto hipoglucémico hayan sufrido algun dafio al aplicar el tratamiento térmico.
En tal caso, es necesario realizar estudios semejantes valorando ahora el efecto del tratamiento

térmico (y otros factores como el pH, por ejemplo) en el efecto hipoglucémico del aguamiel.

Como se observo en la Figura 2, el aguamiel tiene diversos componentes por lo que al momento
no se sabe cual de ellos ocasioné el efecto hipoglucémico en las ratas diabéticas. Rendon-
Huerta et al. (2012), analizaron el efecto de fructanos de Agave angustifolia ssp. tequilana sobre
parametros fisiol6gicos en ratas; se observé que los fructanos disminuyeron niveles de glucosa
en sangre y esteatosis hepatica, mientras que las concentraciones sanguineas de HDL y
Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. aumentaron. Urias-Silvas et al. (2008), evaluaron el
efecto de fructanos de Agave tequiliana Gto. y Dasylirion spp., sobre el metabolismo de glucosa
y lipidos en un ensayo in vivo en roedores; observaron un efecto positivo similar a los ya
descritos para fructanos de tipo inulina, logrando una disminucion de la glucemia y la

triacilglicerolemia.

Es complicado dilucidar sobre que componente del aguamiel del maguey pulquero es el que
logra tener este efecto hipoglucémico en ratas y cual es su posible mecanismo de accion, pero

en base a la literatura semejante al aguamiel, se puede sugerir o especular que el efecto




hipoglucémico podria ser debido al contenido de fructanos presentes en el agave y se sabe que
éstos tienen su efecto al ser fermentados en los intestinos, la cual debe tenerse en cuenta en
la interpretacion de los efectos metabdlicos de los fructanos dietéticos, dicha fermentacion de
fructanos en el colon caceo conduce a la produccion de SCFA (Short-chain fatty acids), siendo
el propionato un inhibidor de la sintesis de lipidos hepéticos. El propionato, que se produce en
gran parte a través de la fermentacion de todos los fructanos probados, ha demostrado disminuir
la sintesis de colesterol en diferentes modelos (Demigné, Rémésy, & Morand, 1999), de igual
manera la produccion de estos SCFA, también podria estar implicada en la modulacion de la
expresion del gen del proglucagén, derivado del intestino y, posteriormente, en la secrecién de
péptidos derivados del proglucagén tales como GLP-1, este péptido actia como hormona
incretina y se conoce como un agente antidiabético que combina efectos insulinotrépicos y

anoréxicos (Tappenden et al., 2003; Meier et al., 2002).

Por otra parte, Leal-Diaz et al. (2016), reportaron que el concentrado de aguamiel tiene bajos
indices glicémicos e insulinémicos; el concentrado de aguamiel produjo un menor aumento en
la glucosa en sangre y la insulina sérica en comparacion con la respuesta de referencia (50 g
de glucosa), a pesar de la sacarosa elevada y los contenidos de glucosa en los 50 g de
carbohidratos disponibles en el aguamiel concentrado. Este efecto se atribuyo a las saponinas

presentes en el concentrado de aguamiel.

En consecuencia, en nuestro estudio el efecto hipoglucémico del aguamiel no se puede atribuir
a un compuesto en especifico; hace falta mas estudios sobre el aguamiel para determinar que

compuesto o grupo de compuestos son los responsables del efecto observado.




7.3.2 Determinacion cuantitativa de colesterol total

El colesterol es una sustancia grasa presente en todas las células del organismo. El higado
produce naturalmente todo el colesterol que necesita para formar las membranas celulares y
producir algunas hormonas. La cuantificacion de colesterol es una de las herramientas mas
importantes, para el diagndéstico y clasificacion de las dislipidemias. El aumento del nivel de
colesterol es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular.

En la Grafica 4 se muestran los valores de colesterol en plasma de todos los grupos de
experimentacion, se puede observar que en general solo el grupo CN fue diferente
significativamente con los grupos AP y AN; todos los demdas grupos fueron iguales
estadisticamente. Aunque los valores de colesterol son ligeramente altos para CN, se
encuentran toda via dentro de en los limites de los pardmetros normales. Es posible que el
incremento en los niveles de colesterol se deba principalmente a la dieta hipercaldrica. En un
estudio similar realizado por Rendon-Huerta et al. (2012), en donde evaluaron el efecto de los
fructanos de diferentes fuentes (entre ellas fructanos de Agave); encontraron que las
concentraciones de colesterol total fueron mayores en las ratas diabéticas que en las no
diabéticas. En un segundo experimento que realizaron los mismos investigadores trabajando
ahora con ratas obesas diabéticas, encontraron que la concentracion de colesterol disminuyo
solamente en las ratas que recibieron fructanos de Agave angustifolia spp tequiliana. En
contraparte Daubioul et al. (2000), encontraron que la adicion de oligofructosa a la dieta de ratas

Zucker, no disminuyé el colesterol plasmatico.

En nuestro caso, no se observd una disminucion significativa de colesterol en los grupos
diabéticos; aunque existid una tendencia a disminuir dichos valores para el grupo que recibio

aguamiel. No obstante, es posible que si los tratamientos se prolongan por un mayor tiempo se




pueda presentar una diferencia significativa. En tal caso, es necesario mayores estudios al

respecto.
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Grafica 4. Concentracion de colesterol total en sangre de los 5 grupos de ratas al final del tratamiento (CC;
Control sano, CN; Control negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel Natural, AP; Aguamiel pasteurizado).

7.3.3 Determinacion de Triglicéridos
Los triacilglicéridos o triglicéridos son grasas que suministran energia a la célula. Al igual que
el colesterol, son transportados a las células del organismo por las lipoproteinas en la sangre.

Una dieta alta en grasas saturadas o carbohidratos puede elevar los niveles de triglicéridos. Su




aumento es relativamente inespecifico. Diversas dolencias como ciertas disfunciones hepéaticas
(cirrosis, hepatitis, obstruccion biliar) o diabetes mellitus, pueden estar asociadas con su
elevacion.

En la Gréafica 5 se muestran los valores de triglicéridos para todos los grupos de
experimentacion. Se observd que los grupos diabéticos que recibieron dieta hipercaldrica,
presentaron mayor concentracion de triglicéridos en sangre que el grupo control sano. Y todos
los demas grupos presentaron estadisticamente los mismos niveles. Dichas concentraciones
de triglicéridos para los grupos diabéticos estan por arriba de los valores de referencia, su
aumento se debe principalmente a la dieta hipercal6rica y a la diabetes. Rendon-Huerta et al.
(2012), reportan que las concentraciones de triacilglicéridos en sangre no fueron afectadas por
la suplementacion de fructanos. Otro estudio realizado por Leal-Diaz et al. (2016), observaron
que después de 12 semanas de alimentar con dietas experimentales a ratones, las
concentraciones de colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos (TAG) y concentracion de
glucosa no fueron significativamente diferentes entre los grupos de tratamiento (C: control; HF:
alto contenido de grasa; HFAC: alto en grasa con concentrado de aguamiel; HFL: alto contenido
en grasa con dosis baja de saponinas; HFH: alto contenido en grasa y alta dosis de saponina).
En nuestro estudio la dieta suplementada durante 4 semanas con aguamiel no tuvo ningan

efecto benéfico sobre los niveles de triacilglicéridos en ratas.
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Grafica 5. Concentracion de triglicéridos en los 5 grupos de ratas al final del tratamiento (CC; Control sano, CN;
Control negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel Natural, AP; Aguamiel pasteurizado).

7.3.4 Determinacion de Colesterol HDL

Las particulas de HDL son lipoproteinas de alta densidad que transportan el colesterol desde
los tejidos del cuerpo hasta el higado. Debido a que las HDL pueden retirar el colesterol de las
arterias y transportarlo de vuelta al higado para su excrecion, se les conoce como el colesterol

o “lipoproteina buena”, ya que niveles elevados estan relacionados con un menor riesgo




cardiovascular, un nivel bajo de colesterol HDL es considerado uno de los principales factores

de riesgo cardiovascular y enfermedades de las arterias coronarias.

En la Gréfica 6 se reportan los niveles de colesterol HDL. Se observo una concentracion mayor
en el grupo CC, lo cual de acuerdo con los valores de referencia indican un menor riesgo
cardiovascular; esto es ldgico ya que este grupo de ratas no recibié dieta hipercalorica, ni fueron
inducidas a diabetes. Por otra parte, se observa que todos los grupos diabéticos presentaron
concentraciones bajas de colesterol HDL; lo cual esté relacionado con riesgo cardiovascular y
enfermedades de las arterias coronarias. De igual forma, se puede observar que el grupo que
recibié aguamiel natural presenté una mayor concentracién de HDL, aunque no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos diabéticos y el CC. Rendon-Huerta et al. (2012),
encontraron que las concentraciones sanguineas de HDL, fueron menores en ratas diabéticas
suplementadas con fructanos de H. tuberosus y A. angustifolia spp. tequiliana, que las ratas
diabéticas no suplementadas. Leal-Diaz et al. (2016), reportaron que los valores de colesterol
HDL no fueron significativamente diferentes entre los grupos tratados con concentrado de
aguamiel. En nuestro estudio, tampoco se encontraron diferencias estadisticas entre grupos;
no obstante, se presentd una tendencia a aumentar la concentracion de colesterol HDL en los

grupos alimentados con aguamiel natural.
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Graéfica 6. Concentracion de colesterol HDL de los 5 grupos al final del tratamiento (CC; Control sano, CN;
Control negativo, CP; Control positivo, AN; Aguamiel Natural, AP; Aguamiel pasteurizado).
En conclusion, los valores de colesterol total, triglicéridos y colesterol HDL no tuvieron una
modificacion significativa al recibir el tratamiento con aguamiel; sin embargo, el grupo que
recibidé como tratamiento el aguamiel natural mostro una tendencia a disminuir los niveles de
colesterol y triglicéridos y a aumentar la concentracion de colesterol HDL. Debido a que estos
cambios no fueron significativos, nos lleva a suponer que el tiempo de experimentacion fue muy

corto para lograr ver cambios significativos.




7.4 Analisis histopatoldgico de los grupos de ensayo

7.4.1 Grupo control normal

Higado

En este grupo el tejido hepético no presenté cambios en su arquitectura tisular, aunque se
detecté un proceso de hiperemia pasiva, probablemente asociado al método de sacrificio
empleado. Por otra parte, los hepatocitos presentaron degeneracion albuminosa probablemente
asociada al tiempo de coleccién de las muestras, y poco mas de la mitad de los animales
presentaron vacuolas pequefias y escasas en el citoplasma de sus hepatocitos (Fig. 4A). Dichas
observaciones se refieren a un higado sano.

Rifion

La arquitectura tisular renal se observo sin cambios, con excepcion del proceso de hiperemia
pasiva mencionado anteriormente, mas marcado a nivel de la médula. Del mismo modo, se
observd una degeneracion albuminosa en las células de los tubulos renales, probablemente
asociada al tiempo de coleccion de las muestras, dichas observaciones referentes al riidn sano

de ratas diabéticas (Fig. 5A).

Pancreas

La arquitectura tisular de este 6rgano se observé sin cambios patolégicos aparentes, con
excepcion de la hiperemia pasiva referida. Asi mismo se observo una degeneracion albuminosa
de las células acinares. Los islotes pancreéticos se observaron sin cambios, algunos de tamafio

mas pequefio que la mayoria, sin embargo, son referentes a un pancreas sano (Fig. 6A).

7.4.2 Grupo control negativo

Higado




La arquitectura del higado se observo sin cambios, con excepcion de la hiperemia pasiva y la
degeneracion albuminosa ya descritas. Sin embargo, en el 66% de los animales, se observé la
presencia moderada de vacuolas en el citoplasma de sus hepatocitos, en este grupo se nota un
higado dafado (Fig. 4B).

Rifidn

La arquitectura tisular de este 6rgano se observdé muy semejante a lo descrito previamente,
aunque en este caso, se observé la presencia moderada de vacuolas pequefias en las células
de los tubulos rectos y en algunos de los animales, en las células de los tabulos contorneados,

este grupo presenta un rifidn ligeramente dafado (Fig. 5B).

Pancreas

De manera semejante al grupo previo, se observo una leve hiperemia pasiva. Sin embargo,
varias de las células de los islotes pancreaticos presentaron pequefias vacuolas en su
citoplasma. El tamafio de los islotes fue mayoritariamente pequefio, aunque también se
observaron algunos islotes de tamafio convencional, observaciones referentes a un pancreas

dafiado (Fig. 6B).
7.4.3 Grupo control positivo

Higado

En este grupo no se observaron cambios patolégicos aparentes, con excepcién de la presencia
de vacuolas mas o menos abundantes en el citoplasma de los hepatocitos en poco mas del 30
% del grupo. En otro 30%, la presencia de estas vacuolas fue moderada, se observo higado

ligeramente dafiado (Fig. 4C).
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El aspecto de este 6rgano fue muy similar a lo referido en el grupo previo, pero la presencia de

vacuolas en tubulos rectos fue mas notoria, en este grupo el dafio al rifion fue minimo (Fig. 5C).

Pancreas

En este grupo no se observaron cambios patoldgicos aparentes, con excepcién del proceso de
hiperemia pasiva leve ya mencionado, ademas de la presencia de vacuolas pequefias en las
células de los islotes pancreaticos en poco mas de la mitad de los animales. Con relacion al
namero de islotes, éstos fueron escasos y de tamafio variable, el dafio en este grupo fue minimo

(Fig. 6C).
7.4.4 Grupo aguamiel natural

Higado

El cambio mas notorio fue que la mitad del grupo presenté un nimero importante de vacuolas
en el citoplasma de sus hepatocitos; ademas, el 16% presento un dafio moderado y el resto de
los animales presentd una cantidad leve de vacuolas, aunque con zonas aisladas de cambio
moderado, en este grupo de animales se observo un dafio mayor en el higado, probablemente
debido a la presencia de alcohol en el aguamiel (Fig. 4D).

Rifion

En este grupo el tejido renal se observé muy similar a lo descrito en los grupos anteriores, sin
embargo, se observo un numero moderado de vacuolas en el citoplasma de las células de los
tubulos rectos en todos los animales, y en 33.3% de los animales un nimero pequefio de
vacuolas en el citoplasma de los tubulos contorneados, los dafios observados en este 6rgano

fueron minimos a comparacién del grupo CN (Fig. 5D).

Pancreas




En este grupo, ademas de la hiperemia pasiva de referencia, se observo un poco mas del 80%
de los animales, la presencia de vacuolas en los endocrinocitos de los islotes. Con relacién al
tamano de los islotes, en la mayoria de los animales, fueron escasos y generalmente pequefios,
aungue con cierta variacion en su tamafio, se observé un pancreas dafiado, aunque

aparentemente en recuperacion (Fig. 6D).

7.4.5 Grupo aguamiel pasteurizado.

Higado

En este grupo de animales se observé que el 40% presenté un numero importante de vacuolas
en el citoplasma de sus hepatocitos y el 60%, una cantidad moderada de éstas en el citoplasma
de sus hepatocitos, en general en el grupo de animales se observo dafio al higado debido al
desarrollo de la diabetes, aunque el dafio fue menor a comparacion del grupo que recibid
aguamiel natural (Fig. 4E).

Rifidn

En este grupo el rifion presento la hiperemia pasiva y la presencia de vacuolas en las células

de los tubulos rectos, en general un rifidon con dafio minimo (Fig. 5E).

Pancreas

En este grupo la arquitectura tisular y la hiperemia pasiva fueron similares a lo descrito en los
grupos previos. Las células de los islotes presentaron vacuolas citoplasmicas en el 80% de los
individuos. Con relacion al tamafio de los islotes, en el 60% del grupo éstos fueron de tamarfio
pequefio y en el 40% fueron de tamafio variable. En el 100% del grupo se observé un nimero
escaso de estas estructuras, refiriéndose a este grupo con un dafio general en este 6rgano

similar al grupo CN (Fig. 6E).




Respecto a los cambios observados en el higado se puede decir que no hubo mucha diferencia
entre los grupos que recibieron tratamiento, pero si con el grupo control. Entre las diferencias
mas marcadas esta la presencia de vacuolas en el citoplasma de los hepatocitos (Fig. 4). La
presencia de las vacuolas se debe principalmente a la dieta hipercalérica que recibieron los
grupos diabéticos y a la administracion de la estreptozotocina. De igual forma, se pueden
observar mayor cantidad de vacuolas en el citoplasma de los hepatocitos en los animales que
recibieron AN (Fig. 4D). La presencia de estas vacuolas en los animales que recibieron AN,
pudiera deberse a que el aguamiel administrado a las ratas pudo presentar fermentacion y el
alcohol esta dafiando mas al higado, esto porqué el dafio en el higado es menor en las que
recibieron como tratamiento aguamiel pasteurizado. Leal-Diaz et al. (2016), evaluaron el efecto
de un concentrado de aguamiel y sus saponinas sobre la esteatosis hepética en ratones
alimentadas con una dieta alta en grasas; observaron que éstos ratones acumularon mayor
cantidad de grasa hepética, en forma de macro y microvesiculas, en comparacion con el grupo
control. Ademas, observaron que la acumulacién de lipidos hepéticos disminuyé cuando se
afnadié concentrado de aguamiel a la dieta. En otro estudio realizado por Urias-Silvas et al.
(2008), evaluaron el efecto de los fructanos de A. tequiliana, suplementados en la dieta de
ratones C57B1 machos sanos, encontraron en el analisis histologico del higado, que este no
revel6 diferencias entre los grupos, una estructura normal de los hepatocitos dispuestos en

tipicos arreglos radiales caracterizo a todos los grupos.
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Figura 4. Higado. H-E. 400x. (A) Los hepatocitos del grupo CC presentan escasas vacuolas. (B) En los hepatocitos del grupo
CN se observa la presencia moderada de vacuolas. (C) Estas vacuolas son mas abundantes en los hepatocitos del grupo
CP. (D) Estas vacuolas son aun mas numerosas en los hepatocitos del grupo AN. (E) Los hepatocitos del grupo AP son
semejantes a lo observado en el grupo CN. Las flechas sefialan la presencia de las vacuolas en el citoplasma de los

hepatocitos.
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Figura 5. Ridn. H-E. 400x. (A) Los riflones del grupo CC no presentan cambios patoldgicos aparentes. (B) En el tejido
renal del grupo CN se observa presencia de vacuolas, especialmente en las células de los tabulos rectos. (C) En el
grupo CP se observa la presencia moderada de vacuolas en las células de los tubulos rectos. (D) En el grupo AN se
observa un nimero discreto de vacuolas en las células referidas. (E) En el grupo AP el aspecto es muy similar al del
grupo previo. Las flechas sefialan la presencia de las vacuolas en el citoplasma de las células de los tabulos rectos.
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Figura 6. Pancreas. H-E. 400x. (A) Las células de los islotes pancreéticos del grupo CC no muestran cambios
patolégicos aparentes. (B) En los islotes pancreaticos del grupo CN se observan vacuolas pequefias en el
citoplasma de sus células. (C) En los islotes pancreéticos del grupo CP se observan vacuolas pequefias en sus
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células y espacios vacios en la estructura del islote. (D) Las células de los islotes pancreaticos del grupo AN
presentan una mayor cantidad de vacuolas en su citoplasma. (E) Las células de los islotes pancreaticos del grupo
AP presentan un nimero moderado de vacuolas citoplasmicas, pero el tamafio general de los islotes es reducido.
Las flechas sefialan la presencia de las vacuolas en el citoplasma de las células de los islotes.

Respecto a los cambios observados en el rifidn, el dafio fue minimo. El mayor cambio observado
fue una hiperemia pasiva y degeneracion albuminosa, debida a el método de sacrificio. La
presencia de vacuolas en los tubulos rectos y tubulos contorneados se debe a un dafio celular
asociado a la diabetes. Este cambio es semejante en los 4 grupos diabéticos y no se observo

en el grupo control.

Uno de los cambios mas importantes se presento en el pancreas de los animales de estudio;
en el grupo control sano el tamafio de los islotes pancreaticos fue de tamafio normal a diferencia
del CN y el AP que presentaron islotes pancreaticos pequefios y en menor cantidad. Se observo
también una semejanza del tamafio y de la cantidad de islotes entre los grupos CP y AN. No se
encontraron reportes sobre el efecto de aguamiel sobre pancreas como efecto de comparacion.
Verma et al. (2012), investigaron el efecto glucémico y lipidémico del extracto hidroalcohdlico
de frutos de Sapindus mukorossi; observarén que el pancreas de las ratas normales contenia
islotes normales, mientras que el de los animales diabéticos, mostré hiperplasia de las células
B y congestion de las células parenquimatosas pancreaticas. Observaron también que los
animales que recibieron el extracto de estudio y los que recibieron glibenclamida, aumentaron

el nimero de islotes en comparacion con los animales diabéticos.

Finalmente, en nuestro estudio los cambios morfolégicos negativos que se observaron en el
higado, rifibn y péancreas, se relacionan principalmente con el efecto toxico de la

estreptozotocina (Prabhu & Vijayakumur, 2014) y a la dieta hipercalérica.




8 Conclusiones

1. El aguamiel present6 un contenido de proteinas de 0.37%; ademas se observl una
composicién compleja de azucares, sin embargo, se logro identificar la presencia de
kestosa, maltotriosa, maltopentosa, maltoheptosa, glucosa, fructosa y sacarosa.

2. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de cenizas y
solidos totales en aguamiel natural y pasteurizado.

3. Se logré una induccion de la diabetes en las ratas del 65% utilizando una dieta
hipercalérica y una inyeccién de estreptozotocina.

4. En el grupo de ratas diabéticas que recibi6 aguamiel natural se observé una reduccion
significativa en los niveles de glucosa con respecto al grupo de ratas diabéticas que no
recibié ningun tratamiento; ademas, la concentracion de glucosa de estas ratas que
recibieron aguamiel fue significativamente igual a la de las que recibieron glibenclamida.

5. En el grupo de ratas diabéticas que recibi6 aguamiel pasteurizado, se observé una
tendencia a la disminucion de la glucosa con respecto al tiempo; ademas, este grupo
presentd una desviacion estandar menor a la de los demas grupos.

6. El analisis histopatoldgico de higado, rifién y pancreas de las ratas diabéticas demostré
la presencia de vacuolas en las células de tales 6rganos, lo cual se asocia principalmente

al dafio ocasionado por la dieta hipercalérica y la induccién a diabetes.




9 Perspectivas

e Aumentar el periodo experimental en las ratas para observar el efecto del aguamiel en el
mayor tiempo posible.

e Incrementar el nimero de ratas por grupo experimental (al menos 10 por grupo) para
disminuir la desviacion estandar y para desarrollar un estudio mas robusto.

e Someter el aguamiel a diferentes tratamientos térmicos (tiempo/temperatura) y evaluar
su efecto hiperglucémico.

e Obtener aguamiel secado por aspersion y evaluar el efecto hipoglucémico del polvo
obtenido.

e Procesar al aguamiel por diferentes tratamientos a temperatura ambiente o mas baja
(liofilizacion, por ejemplo) y evaluar el efecto hipoglucémico de los productos obtenidos.

e Desarrollar nuevos productos a base del aguamiel con efecto hipoglucémico en
diabéticos.

e Realizar estudios clinicos de los productos a base de aguamiel en personas con

diabetes.
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