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Resumen

La caracterizacion fitoquimica de productos obtenidos de fuentes vegetales que son
consumidos con propositos medicinales respaldados con una evaluacién mediante un modelo
celular 7z vitro son la primer etapa para demostrar la efectividad biolégica que podrian desempefiar
en un modelo 7z vivo. El propésito de esta investigacion fue determinar el contenido de fitoquimicos
presentes en extractos de chilcuague, parota e hidrolizados de pencas de agaves para evaluar su
actividad antiproliferativa y antiinflamatoria a diferentes concentraciones en lineas celulares. En dos
municipios de Jalisco (Mascota y Tlajomulco de Zunija) se colectaron hojas de seis especies de
agave: Agave salmiana, A. tequilana, A. americana, A.inaequidens, A. maximiliana y A. rhodacantha con
variacion de edad aproximada de 5 a 12 afios, obteniendo diecisiete extractos hidrolizados (EH)
mediante un tratamiento térmico y posteriormente fueron analizados en su versiéon cruda y una
fraccion precipitada, paralelamente un extracto por maceracion en etanol de Heliopsis longipes y
acuoso de frutos de Enterolobium cyclocarpum fueron incorporados. El perfil fitoquimico, actividad
antioxidante y azucares reductores fue analizado por espectrofotometria para cada extracto y por
cromatograffa en capa delgada los principales carbohidratos constituyentes de la bebida fueron
identificados. La actividad antiproliferativa y antiinflamatoria del extracto de chilcuague, parota y
de seis muestras de agave se evaluaron un panel de cuatro lineas celulares (ARPE, A-549, Hel a, y
RAW264.7) que fueron expuestas a diferentes concentraciones (0, 50, 100, 200 y 400 pg/ml). Los
resultados de este estudio demostraron variabilidad quimica intra en interespecifica en los agaves
de las dos regiones. Los EH presentaron un pH entre 4.63 y 5.18, identificando por TLC glucosa,
fructosa y sacarosa como los principales carbohidratos presentes. El contenido de fenoles totales
oscila entre 291-84.3 mg/100 ml), sapogeninas 4.37-0.07 mg/100 ml), y una actividad antioxidante
entre 7.83 y 3.81 uM/ml), aztcares reductores 3.22-0.86 ¢/100 ml) en EH, la mayor correlacion
encontrada fue para fenoles y actividad antioxidante con r=0.42. Ninguno de los extractos de agaves
presentaron actividad atiproliferativa o antiinflamatoria. El extracto concentrado de raiz obtenido
de Heliopsis longipes presento actividad antiproliferativa y citotdxica sobre las cuatro lineas celulares,

y alcanzado un ICs de 95, 158.11, 189 y 247 pg/ml sobre RAW264, Hela, A-549 y ARPE. Mientras

que para la muestra de parota colectada en Michoacan fue de 297.04 pg/ml sobre A-549. Con
respecto a la actividad antiinflamatoria sobre la linea celular RAW264.7 previamente inducida la

inflamacién por lipopolisacarido bacteriano obtenido de E. /i redujo la inflamacién un 63 % a

100 pg/ml.
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Mediante pruebas fitoquimicas se encontrd que los extractos de esta raiz poseen una importante
cantidad de fenoles los cuales deberfan ser estudiados al igual que los de parota. Este es el primer
reporte en la evaluacion de extractos hidrolizados de agave, no se presentd actividad
antiproliferativa o antiinflamatoria, sin embargo, el producto debe ser considerado como una fuente
de fitoquimicos y se sugiere profundizar en su estudio. Por primera vez con base a los resultados
obtenidos se reporta actividad citotoxica de Heligpsis longipes e investigaciones posteriores seran

necesarias para determinar el mecanismo biolégico de accion.

Palabras Clave: variabilidad de fitoquimicos, chilcuague, antiproliferativo.
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I. Introduccion

El crecimiento poblacional se encuentra en aumento, y las necesidades por servicios basicos
junto con los problemas de salud incrementan considerablemente. El cancer es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por el crecimiento descontrolado y anormal de células que afecta

a millones de personas y ocasiona un gran nimero de decesos alrededor del mundo (OMS, 2018).

El género agave (Agave spp.) es una planta que tiene su origen en el continente americano y en
México se encuentra la mayor diversidad y a lo largo del tiempo se han utilizado con multiples
propositos. Por ejemplo infusiones por coccion, extractos por maceracion y fracciones parcialmente
purificadas obtenidas de raices, aguamiel, flores y pencas han demostrado propiedades
antioxidantes, antiproliferativas, desinflamatorias, antimicrobianas, entre otras (Garcia et al., 2000;
Yokosuka y Mimaki, 2009; Ahumada-Santos et al., 2013; Santos-Zea et al., 2016b). El contenido de
compuestos fitoquimicos involucrados en dichas actividades bioldgicas difieren entre especies
durante su maduracion fisiologica experimentando cambios a través del tiempo de vida, mismos
que son ocasionados por la diversidad genética e influencia de las condiciones ambientales donde

se desarrollan (Rizwan et al., 2012; Santos-Zea et al., 2016¢; Figueredo et al., 2018).

El principal atractivo industrial de los agaves es por la gran cantidad de carbohidratos que
acumulan en la pifia siendo aprovechados para la obtencién de subproductos. Los azucares son
sometidos a procesos de hidroélisis con una posterior fermentacion alcohodlica para obtener bebidas
comerciales, destacando el tequila, pulque y mezcal. Debido a las grandes cantidades de especies de
agaves que se cosechan anualmente a lo largo del paifs para la producciéon de las bebidas,
aproximadamente el 50 % del peso total de la planta se descarta. Grandes cantidades de hojas son
desechadas cada ciclo a pesar de ser un reservorio importante de compuestos bioactivos con
potencial aplicacion en alimentos y en la industria farmacéutica (Nava-Cruz et al., 2015; Lopez-
Romero et al., 2017). Con base en lo anterior, en el presente estudio se llevo a cabo la cuantificacion
fitoquimica, evaluacion antiproliferativa y antiinflamatoria de extractos hidrolizados de hojas de
diferentes especies de agaves los cuales son principalmente destinados para la produccién de raicilla
en el municipio de Mascota Jalisco, bebdida consumida por personas con propositos medicinales
relacionados para tratar o atenuar problemas relacionados con el cancer. Asi mismo, en los ensayos
se incorporaron un extracto etandlico concentrado de Chilcuague (Heliopsis longipes), y extracto

acuoso liofiliados de frutos de Parota (Enterolobinm cyclocarpum).



II. Antecedentes

2.1 Generalidades de los agaves

El género agave (Agave spp.) es nativo del continente americano y se ha denominado a México
como el centro de origen y diversificacion, de acuerdo con las 200 especies descritas
aproximadamente el 75% estan distribuidas en los diferentes ecosistemas que se pueden encontrar

a lo largo del pais (Gentry, 1982; Garcfa-Mendoza, 2007).

Se caracterizan por ser plantas suculentas que presentan el metabolismo acido de las crasulaceas
(plantas CAM) y su principal caracteristica es la fijacién de CO, durante la noche. Estas plantas son
capaces de adaptarse para sobrevivir en condiciones climaticas adversas por ejemplo toleran ftrio,
calor y temporadas prolongadas de sequia en suelos aridos y semiaridos, inclusive pueden crecer en
suelos pobres de nutrientes. En el reino vegetal diversas familias presentan este metabolismo y cerca

del 7 % de estas plantas emplean esta ruta fotosintética (Silvera et al., 2010; Stewart, 2015).

El principal producto fotosintético del metabolismo primario que obtienen los agaves son los
fructanos que son almacenados en la vacuola celular, estos polimeros de fructosa con o sin una
unidad de glucosa interna o terminal generalmente presentan enlaces B(2,1) y B(2,6) (Mancilla-
Margalli et al., 2007), sus principales funciones son para almacenar energfa y actuar como
osmoprotectores durante periodos de sequia. Este metabolismo les confiere la capacidad de
adaptarse facilmente a condiciones de estrés presentando la habilidad de cerrar estomas durante el
dia para evitar la pérdida de agua ocasionado por el calor y asi eficientizar su contenido al maximo.
Por otro lado, durante épocas de frio reducen el gradiente de presion de vapor entre las hojas y el
ambiente, adquiriendo niveles mas bajos de transpiraciéon en comparacion con diversas plantas que
tienen el metabolismos C3 y C4, dichos parametros bioquimicos los vuelven tolerantes a

condiciones ambientales hostiles (Winter y Smith, 1996; Steward, 2015).

Durante cientos de afios estas plantas han sido explotadas. Dentro de las diversas finalidades
para su aprovechamiento son empleadas como barreras naturales con importancia ecolégica, para
la generacion de biocombustibles, son utilizadas como plantas de hornato para la decoracion, se
obtienen fibras naturales para la industria textil y en algunas regiones de México para la elaboracion
de cuerdas con fines de charreria, incluso son una fuente potencial de agua y nutrientes dentro de
la ganaderia. Para el aprovechamiento del ser humano representan una fuente de obtencién de

moléculas bioactivas, alimentos y la mas importante para la obtencién de bebidas alcohdlicas (Pinos-



Rodriguez et al., 2006; Valenzuela-Zapata et al., 2011; Murillo-Alvarado et al., 2014; Nava-Cruz et
al,, 2015).

Debido a las multiples caracteristicas fisiolgicas y bioquimicas antes mencionadas, y
contemplando el amplio campo de aprovechamiento que exhiben los agaves con su amplia
capacidad para adaptarse a diversos ambientes naturales (sequias, salinidad de suelos, incremento
global de temperatura y escaces de agua, baja disponibilidad de suelos cultivables) se les atribuye el
nombramiento como un recurso fitogenético con un amplio nivel competitivo para su
domesticacion, explotacion y reproducciéon controlada pensado en la importante derrama

econémica que pueden generar.

Como ya se habfa mencionado, el principal aprovechamiento a lo largo de la historia ha sido
para la obtencién de bebidas alcohélicas, estas plantas durante el transcurso de su vida acumulan
azucares masivamente en sus tejidos (principalmente en la “pzia”), misma que es jimada y es el
principal 6rgano de interés industrial. El proceso para la obtencién de las bebidas se realiza de
manera artesanal e industrial y durante estos procesos ocurren operaciones unitarias similares
comenzando con el proceso de jimado de las pifias (cortar las hojas), seguido por hidrdlisis de los
azucares mediante calor en hornos de mamposteria o autoclaves industriales, después el proceso de
extraccion del jugo a partir de las pifias cocidas y una vez obtenidos los mostos hidrolizados son
sometidos a procesos de fermentacion y destilacién para separar el producto alcohdlico generado.
Es importante considerar que para cada bebida alcohdlica las practicas culturales varian, y por tal

motivo la calidad y cuerpo de los productos obtenidos difiere (Mahr, 2015).

La mayoria de agaves son plantas monocarpicas, es decir, solo se reproducen una vez durante su
vida como mecanismo programado antes de morir (Simcha, 2017), dependiendo de la especie y
condiciones ambientales pueden tardar desde 6 hasta 12 afios en llegar a la madurez, inclusive hay
alguno que tarda de 40 a 50 aflos para logararlo (Agave deserti), y la propagacion de estos se puede
dar por semillas, tallos vegetativos y por propagulos de la inflorescencia. Durante la etapa de
madurez también se inicia el periodo de reproduccion, algunos agaves comienzan con la formacion
del escapo floral en la parte interna de la roseta mejor conocido como “quiote” requitiendo de una
gran demanda energética, para esto, los fructanos que fueron acumulados durante su crecimiento
son hidrolizados en carbohidratos solubles y empleados fisiolégicamente como su fuente de energia

(Lopez y Mancilla-Margalli., 2007; Nava-Cruz et al., 2015).



Durante la practica agronémica en las diferentes regiones productoras de bebidas alcohélicas en
el pafs a una gran cantidad de los cultivos de agaves que seran destinadas para la obtencion de
bebidas se les jima (corta) el quiote, con la finalidad de preservar y concentrar la mayor cantidad de
azucares fermentables en la pifia, maximizando la cantidad final de su principal producto

fotosintético que representa el mayor interés con fines industriales.

Al existir especies cultivadas, semicultivadas y silvestres en los diferentes ecosistemas existentes,
se puede encontrar una gran variedad de bebidas alcohdlicas que tradicionalmente han sido
consumidas desde las culturas prehispanicas de Mesoamérica, recordemos que México es el centro
de origen y es donde antiguamente se comenzé con la elaboracién de diversas bebidas regionales.
Con la finalidad de proteger las zonas de produccién, se ha obtenido el reconocimiento de
denominacién de origen del tequila en el afio de 1974 y hasta la fecha algunas otras bebidas estan

en el mismo proceso por ejemplo la Raicilla que busca dicho nombramiento.

A lo largo del pais, las bebidas alcohodlicas son originarias de diferentes especies de agaves y
representan una tradiciéon importante y fuente de empleo para diversas comunidades. El aguamsiel es
consumido como una bebida nutracéutica de alto valor nutricional para personas con deficiencias
nutrimentales y el producto obtenido de su fermentacién mejor conocido como pulgue también es
consumido; otras bebidas alcoholicas tipicas como agua de lechuguilla, mezcal, bacanora, sisal y
raicilla son producidas en diferentes regiones empleando agaves especificos para la elaboracion de
cada una de ellas. Las pifias son el principal producto de interés obtenido de los agaves por ser la
mayor reserva de carbohidratos, sin embargo las pencas (hojas) también representan un importante
reservorio tanto del metabolismo primario como secundario. Dependiendo de la especie de agave
adulto, en algunas de estas regiones son utilizadas tradicionalmente en la preparacién de alimentos
para conservar el calor generado durante su coccion, sin embargo una gran cantidad de toneladas

son desperdiciadas durante el proceso de jima (Mahr, 2015; Escalante et al., 2016).

Diversos municipios de los estados de Jalisco, Nayarit, Guanajuato, Tamaulipas y Michoacan en
conjunto han sido galardonados con la denominacién de origen del tequila, es decir, sélo plantas
cultivadas en esas regiones puedes ser empleadas para dicha produccién siendo ésta la bebida con
mayor impacto econémico de esta especie, obtenida del Agave tequilana Weber var. Azul, que de
acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-006-SCFI-2012 es la unica especie con la que se puede

elaborar. Esta actividad industrial genera incrementos anuales en su demanda a nivel nacional e



internacional, promoviendo una derrama econémica importante y la generacion de fuentes de

empleos.

Por otra parte, la importancia econémica que representan las bebidas alcohdlicas y la demanda
nacional e internacional por sus productos en mercados de distribucién actuales y emergentes
provoca que algunas especies se encuentran amenazadas debido al incremento en su depredacion y
escaza reproduccion silvestre, tal es el caso del Agave inaequidens Koch (también conocido
regionalmente como Lechuguilla), una de las principales fuentes de materia prima para la obtencion
de "Raicilla” en Jalisco (Lopez-Lomeli, 2016). En el estado de Jalisco se localiza la mayor produccion
anual en toneladas en gran parte por el Agave tequilana, seguido de Oaxaca y Nayarit con 6.5, 3.06 y

1.18 x 10° toneladas anuales respectivamente.

Debido a la amplia distribucion geografica en las diferentes regiones del pais donde se
encuentran los agaves, Oaxaca es el estado con la mayor diversidad de especies encontrando un 23
%, mientras que en el Occidente de México a donde pertenece Jalisco especificamente en la Sierra
Madre del Sur y al Eje Neovolcanico se pueden observar la mayor diversidad (Garcia-Mendoza,
2004), en las que destacan el Agave tequilana, Agave angustifolia, Agave maximiliana, Agave inaequidens y

Agave valenciana.

Especificamente en la regién Occidental del estado de Jalisco los municipios de Mascota, Talpa
de Allende, San Sebastian del Oeste, Atenguillo, entre otros; en conjunto conforman una zona
productora de una bebida alcohdlica denominada como "Raicilla’, los primeros antecedentes para
la elaboracién coloquial de dicha bebida han sido registrados desde el siglo XVI. Es cuanto a sabor
y fuente de obtencion los procesos son muy similares comparado con el de otras bebidas alcohélicas
como el mezcal y tequila, esta bebida se promueve durante su venta como un producto organico.
Comparando esta bebida con las demas que compite, se emplean plantas silvestres como Agave
inaequidens, Agave maximiliana, Agave angustifolia 'y Agave rhodacantha, dichas especie varfan
dependiendo del municipio donde se produzca y la cantidad de especies obtenidas en cada periodo

de produccion.

Actualmente existes esfuerzos en conjunto por promover su existencia e incursionarla en el
mercado como una bebeida alterna de consumo para las personas amantes de productos alcohdlicos

artesanales, dicha difusion se debe principalmente a la creacion de un consejo mexicano promotor



de la raicilla en la regién con la finalidad de agrupar y asociar a los productores para incrementar las

estrategias de produccién y por consecuencia la disponibilidad y aceptabilidad de dicha bebida.

En cuanto al manejo agronémico de los subproductos de los agaves jimados empleados para
elaborar la raicilla, como practica cultural en dicha regién y aprovechando las pencas de los agaves
empleados para la elaboracién de la bebida, tradicionalmente algunos productores de raicilla
comercializan un jugo de agave que es producto de una hidroélisis generada por calor a partir de las
hojas. Esta actividad consiste en aprovechar el horno después que se ha utilizado para cocer las
pifias y el proceso para su obtencién consiste en “zatemar” (cocer) las pencas. El calor generado en
los hornos es aprovechado para introducir las pencas y el tiempo de exposicion al calor es
aproximado de 15 horas, después de esto se extrae el jugo en cual se embotella y se mantiene en
congelacion hasta su venta. El precio por litro de jugo se comercializa aproximadamente en $200.00
M.N. Testimonios por parte de las personas que han consumido el jugo hidrolizado de las pencas
de agave afirman que han presentado una respuesta positiva que impacta en la mejora de su salud,
especificamente personas con problemas de cancer o relacionados con inflamacién muscular

(Lopez-Lomeli, 2016).

Desafortunadamente hasta la fecha no se cuenta con reportes relacionados con el consumo de
este producto y su efecto en la salud humana. Atendiendo esta practica cultural en la regiéon de
Mascota Jalisco, se decidio realizar la presente investigacion en la cual se obtuvieron extractos
hidrolizados de diversas especies de Agaves que fueron evaluados en ensayos biolégicos con células.
También se realizaron determinaciones quimicas de los jugos hidrolizados para su caracterizacion
fitoquimica determinando similitudes y diferencias en el seguimeinto de los compuestos del
metabolismo secundario. Los resultados obtenidos en este estudio relacionados a esta practica son

documentados por primera vez, y se podra asociar algunos de los posibles beneficios del consumo

de esta bebida.

Debido a que el tiempo de crecimiento es lento en todas las especies de agaves, se necesitan de
varios aflos para alcanzar la madurez fisiologica, por tal motivo la biotecnologia aplicada al género
ha permitido incrementar su aprovechamiento vy diversificar los productos obtenidos.
Recientemente se ha utilizado como edulcorante y para sustituir grasas incorporando fructanos en
matrices alimentarias, por ejemplo durante la preparacion de galletas modificando el tipo (grado de

polimerizacion: GP) y concentracion de fructano sin afectar las propiedades reoldgicas.



Continuando con los hidratos de carbono y su presencia en los agaves, los fructanos han ganado
terreno en el campo de la investigacién y su consumo ha incrementado por ser considerados como
alimentos funcionales especificamente por la actividad prebidtica que pueden generar, dicha
actividad varfa dependiendo de la especie y GP de los fructooligosacaridos empleados y hasta la
fecha los principales fuentes de fructanos son Agave salmiana y Agave tequilana, mismos que actuan
como fibra soluble en el aparato gastrointestinal llegando intactos hasta en el intestino grueso donde
son aprovechados como alimento por bacterias, promoviendo directa o indirectamente beneficios
a la salud (Lopez-Velazquez, et al.,, 2015; Santiago-Garcia, et al.,, 2017). Esta nueva fuente de
aplicacion representa para la industria de alimentos funcionales un campo de investigacion en

expansion para su aprovechamiento.

Es relevante considerar que no solo los productos del metabolismo primario (en este caso los
fructanos) representan un campo de estudio en el género, el metabolismo secundario también es
ampliamente investigado; por ejemplo las raices, hojas, pifia, el aguamiel e incluso las flores
representan fuentes para la obtencion de moléculas con interés cientifico y médico, principalmente

de compuestos fitoquimicos con actividades biologicas en el ser humano.

2.2 Metabolismo secundario del género agave

Las plantas son biofabricas incansables que durante su periodo vegetativo acumulan una amplia
cantidad de moléculas del metabolismo primario y secundario, cada una con interés fisiologico
distinto y el ser humano que explota estos recursos se ve beneficiado por los productos naturales

que obtiene.

A través del tiempo las plantas han desarrollado mecanismos adaptativos para sobrevivir en los
diferentes ambientes que se desarrollan. Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos
quimicos sintetizados por las plantas con diversas finalidades y su biosintesis representa una gran
diversidad estructural en el reino vegetal mismos que son esenciales dentro de la supervivivencia
(Wink, 2016). Debido a esta amplia diversidad molecular, existen diferentes genes que estan
involucrados para codificar enzimas durante la biosintesis del metabolismo secundario. Las
principales rutas de biosintesis de los MS incluyen a diferentes precursores del metabolismo
primario, por ejemplo moléculas como Acetil-CoA, algunos aminoacidos como fenilalanina-

tirosina, triptéfano, lisina, ornitina e incluso glucosa y 4acido quinico (Dewick, 2002).



Dentro de los mecanismos de generaciéon de las diferentes familias de compuestos, los
principales esqueletos de cada uno estan sujetos constantemente a reacciones bioquimicas en las
células vegetales para modificar su estructura, por ejemplo algunas de estas son: alquilacién,
descarboxilacién, transaminacion, glucosilacién, oxidacion y reduccion. Fisiologicamente la

produccion, trasporte y almacenamiento en las plantas son energéticamente muy costosos.

Algunos organelos celulares estan en contacto directo durante esta ruta bioquimica, usualmente
el citoplasma es el lugar para la sintesis de los MS, en algunos casos se desarrollan en los cloroplastos
o vesiculas y las vacuolas son el compartiento celular de varios metabolitos hidrofilicos como
alcaloides, betalainas, flavonoides, saponinas, acidos organicos, entre otros. Por otro lado, los MS
lipofilicos no son almacenados en la vacuola, éstos se encuentran en conductos de resina, en

escamas glandulares, tricomas o en la cuticula (Wink, 2016).

Los MS se caracterizan por participar en multiples funciones bioldgicas en las plantas, actian
como protectores naturales generados para el estrés oxidativo ocasioanado por rayos UV, forman
parte de compuestos para la sefializacion, es decir, para su polinizacion, promoviendo la dispersion
de semillas por los animales e incluso actuan como mecanismos de defensa contra su depredacion
por herbivoros, bacterias, hongos e incluso contra plantas competentes en el ambiente donde crecen
(Wink, 2010). A lo largo del tiempo el ser humano ha explotado los recursos naturales que otorga
la naturaleza, el reino vegetal y la basta cantidad de compuestos que generan vuelve atractivas a las

plantas como elementos de importancia econémica.

Diversos miembros del género Agave spp. se han caracterizado por ser un amplio reservorio de
compuestos provenientes del metabolismo secundario, dichas moléculas han sido asociados a
diversas actividades bioldgicas, quimicas y consumidas con propositos medicinales desde tiempos
precolombinos. Dentro del aprovechamiento industrial e integral por practicas culturales del agave,
las pencas (hojas) en algunos casos son utilizadas para obtener compuestos bioactivos que
almacenan, dichos compuestos quimicos han sido aislados y se ha demostrado que presentan
actividades biologicas, por ejemplo citotoxicas, antiproliferativos, antimicrobiano, antiinflamatorio,
antioxidante, antiparasitario, entre otros (Sparg et al., 2004; Rizwan et al., 2012; Santos-Zea et al.,

2012; Ahumada-Santos et al., 2013; Sidana et al., 2016).

Las diferentes actividades de los compuestos obtenidos a partir de los tejidos de agaves han sido

asociados a los compuestos que pueden sintetizar, algunos de ellos son las saponinas, sapogeninas



esteroidales, flavonoides, esteroles, acidos fenodlicos, taninos y cumarinas volatiles. Este género se
caracteriza por acumular en sus tejidos dichas moléculas (Yokosuka y Mimaki, 2009; Sidana et al.,
2010), sin embargo las saponinas, sapogeninas y fenoles son las moléculas con mayor interés y mas

estudiadas del género por sus multiples actividades biologicas demostradas.

Las saponinas son un basto grupo de glucésidos que estan ampliamente distribuidas en el reino
vegetal. Estas moléculas son solubles en agua y una caracteristica peculiar para distinguirlas de los
demas glucdsidos es la capacidad que tienen para formar espuma (Sparg y van Staden, 2004). En
la mayoria de los procesos de extraccion se emplean equipos Soxhlet, por reflujo y maceracion. La
mayoria de saponinas presentes en agaves son solubles en solventes polares, por ejemplo metanol
o combinacion de metanol (o etanol) con agua, y para su analisis las saponinas presentes en extractos
complejos pueden ser precipitadas agregando un exceso de acetona (Eskander et al., 2010; Cheok

etal., 2014).

En este caso, la molécula Agavegenin D es el inico compuesto perteneciente a las sapogeninas
esteroidales del tipo espirostano reportado en el género. Sin embargo, las sapogeninas que presentan
un esqueleto furostanol y furoespirostanol no han sido reportadas. El esqueleto espirostanol tiene
un anillo tetrahidrofurano (E) y un anillo tetrahidropirano (F) unido al carbono C-22, estos
compuestos han sido aislados de hojas, flores, jugo de hoja, rizoma y cultivos de callos en plantas
de agave. Las moléculas difieren una de otra en términos de la presencia o ausencia de insaturaciones
en los anillos B o C, diferencian su configuracion del Hidrogeno en el Carbono 5 y 25 (debido a las
diferencias biogenéticas), y métodos asociados a Resonancia Magnética Nuclear, Infrarrojo y

Espectrometria de masas pueden detectar dichas estructuras (Sidana et al., 2010).

Por otra parte, la composicion tipica de las saponinas es la unién de una aglicona (también
llamada sapogenina, es la parte hidrofébica) y moléculas de azdcar (llamada glicona, es la parte
hidrofilica). Especificamente en el género agave, las moléculas presentan residuos de carbohidratos
con enlaces B-D-glucopiranosil, B-D-Galactopiranosil, B-D-xilopiranosil y o-L-ramnopiranosil. Las
saponinas de agave se pueden clasificar de forma general como glucésidos de espirostanol o
glucésidos de furostanol y difieren por el nimero de unidades de azucar unidas, posteriormente
podrian ser clasificadas como mono, di, tri, tetra, penta o hexaglucésidos. Si la molécula de
saponinas presenta la unidad o unidades de azucar en una sola posicién, es llamada
monodesmosidica, caso contrario a las bidesmosidicas en las cuales se localiza en dos diferentes

posiciones de la aglicona (Sidana et al., 2010).



Los agaves sintetizan dichos compuestos principalmente para defenderse por el ataque de
patégenos y hervivoros. Dependiendo de la composicion quimica (incluida la presencia de aglicona),
tipo de saponinas (numero de unidades de azucar) y la fuente vegetal de obtencion, estas moléculas
pueden generar perturbaciones en las membranas celulares ocasionadas por el origen anfipatico de
las saponinas, dicha unién celular con la bicapa lipidica en ocasiones provoca la formaciéon de poros
celulares, genera vesiculas e incluso forma complejos que intervienen con la funcionalidad de los

dominios celulares y como resultado provoca disfuncionalidades biolégicas (Augustin et al., 2011).

Multiples estudios han demostrado que especies de agave presentan diferencias en la
composicion fitoquimica y tipo de saponinas, con base en esta variabilidad un estudio reciente
conducido por Santos-Zea et al. (2016) analizaron 18 muestras de savia concentrada de agave y
once saponinas esteroidales fueron identificadas por HPLC-MS-TOF, siendo Magueyosido B y
kamogenin tetraglucésido las saponinas mas abundantes identificadas, mientras que Eskander et al.,
(2010) reportaron una saponina espirostanol monodesmosidica a partir de las hojas de Agave

macroacantha.

La composiciéon de fenoles también difiere en la especie, y los procesos para su extraccion han
sido optimizados para aprovechar la mayor cantidad de fenoles de los tejidos vegetales. Dentro de
estas variantes, Hamissa et al, (2012) modificaron las atmosferas de extracciéon empleando
reactores, temperaturas y tiempos empleados. Debido a la multiples procesos de extracciéon, una

evaluacion paralela de los antioxidantes se analizé para saber si se ha visto afectada.

Con base a la acumulacién de compuestos de interés, la explotacion industrial del tejido foliar
representa aproximadamente el 50 % en peso seco y la cantidad de metabolito que se podria
obtener representa un campo de aprovechamiento importante. Estas moléculas estan asociadas por
exhibir actividad antioxidante en modelos 7z vitro. En este aspecto, Rizwan et al. (2012) analizaron
el contenido de fenoles y flavonoides a partir de hojas de Agave attennata, la actividad antioxidante
del extracto metandlico empleando diferentes fracciones con distintas polaridades, presentando
capacidad de inhibir el radical DPPH en el rango de 73.97 % para metanol y 61.41 % para hexano
respectivamente. Durante los ensayos de actividad biolégica determinaron que la fraccion de
cloroformo presenta actividad hemolitica en 2.64 % y actividad antimicrobiana en un panel de

bacterias y cepas de hongos.
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Con el interés por determinar la variaciéon respecto al contenido fendlico entre especies y
diferentes sitios de colecta, Almaraz-Abarca et al., (2009) analizaron la composicién en pencas,
polen y flores empleando plantas adultas y jovenes de Agave duranguensis y Agave asperrima. En el
polen se determinaron 13 compuestos mientras que en las hojas un total de 32, determinando que
son tejidos ricos en flavonoles especificamente derivados de kaempferol. Estos resultados
confirman la variaciéon en el contenido quimico y caracteristicas morfologicas entre la misma
especie. Otras variedades como el Agave tequilana Weber, utilizado principalmente para obtencion
de tequila también es una fuente de fenoles, dos de los tres compuestos pertenecientes al grupo de
homoisoflavanonas fueron identificados por primera ocasion en hojas y pifias (Morales-Serna et al.

2010).

El Agave americana es la especie mas estudiada por su contenido fendlico, un estudio realizado
por Nasti y Salem, (2012) reportan 7.7 g/kg de fenoles totales y 80 g/kg de saponinas ambas de
matetia seca, mientras que en otro estudio Hamissa et al., (2012) encontraron 4.49 y 12.30 mg/g de
peso seco empleando diferentes temperatura de extraccién correspondiente a 25 y 150°C

respectivamente.

Existen multiples especies de agave que se pueden encontrar en los diversos climas en México
las respuestas quimicas y bioquimicas en la acumulaciéon difieren entres especies debido a la
variacion genética, incluso a condiciones de nutricion, estrés bidtico y abidtico, lo que convierte al

género Agave como un campo multifuncional de estudio.

2.3 Caracteristicas generales de Enterolobium cyclocarpumy Heliopsis longipes

La especie Ewnterolobinm cyclocarpum (Jacq.) Griseb., mejor conocida en México como oreja de
elefante, nacaste, huanacaxtle o parota, es un arbol integrante de la familia Fabaceae, caducifolio
nativo del continente americano y su distribucion geografica abarca regiones tropicales y templadas

de diversos paises. Su distribucion en México comprende gran parte del pais (Naturalista, 2018).

Diversos usos a partir de la parota han sido reportados, la madera que produce es utilizada
ampliamente en la construcciéon de habitaciones, implementos para el hogar y herramientas de
trabajo, las gomas generadas son implementadas como adhesivos, mientras que las semillas son una
fuente importante de proteinas con un 32-41 %, conviertiéndose en una excelente fuente de
alimentacién como forraje, y una amplia cantidad de saponinas qu se encuentran en los frutos se

utiliza como sustituto de jabén (Naturalista, 2018).
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Los exudados en corteza, tronco, rafz y fruto son aprovechados con fines medicinales. Las
infusiones son utilizadas con actividad depurativa, remedio para tratar bronquitis, resfrios, para
diarrea y hemorroides. La composicion quimica reporta alcaloides, fenoles, saponinas, taninos y en
actividades biologicas se han reportado como antibacterial y antiproliferativo (Ojeda et al., 2015;

Sowemimo et al., 2015).

Por otra parte, la especie Heliopsis longipes S.F. Blake, es conocida como raiz de oro, pelitre,
chilcuan y el mas popular como chilcuague; nombre que deriva de chi/mecat/ palabra con origen
nahuatl, “Chilli" o “chili” que significa picante o picoso, y “mecatl” que significa cordel; es decir, raices
filiformes y de sabor pungente. Es una hierba endémica que se puede encontrar a la Sierra Gorda y
Sierra Alvarez, area perteneciente a los municipios de Xichd, Victoria, Atarjea y San Luis de la Paz,
lugares que comparten tradiciones de cosumo y produccion y las cuales convergen en los estados

de Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi (Cilia-Lépez et al., 2008).

La raiz es el principal tejido con interés etnobotanico y en la medicina tradicional mexicana es
utilizada para tratar dolor de encfas como anestésico local, contra parasitos y como condimentos en
los alimentos. Su uso se extiende hasta América del sur donde es utilizado debido a sus propiedades

anti-inflamatorias y analgésicas.

En diferentes regiones de México extractos de chilcuague también han sido evaluados por sus
propiedades insecticidas para combatir plagas en cultivos de sorgo y en la composicion de la raiz se
ha determinado azucares, flavonoides, terpenos y principalmente alcamidas, mientras que en las
hojas contienen esteroles, terpenos y flavonoides, compuestos que estan asociados a las diferentes
actividades (Cilia-Lopez et al., 2008; Hernandez et al., 2009; Cilia-Lopez et al., 2010; Martinez-Silva
et al., 2016).

2.4 Evaluacion antiproliferativa in vitro de extractos vegetales

Los productos naturales contienen una amplia variabilidad de compuestos quimicos obtenidos
de rutas pertenecientes al metabolismo secundario y pueden ser obtenidos a partir de plantas
(diversos tejidos), productos marinos y cultivos bacterianos (Sarker y Nahar., 2012). Generalmente,
la evaluacion de extractos crudos a nivel laboratorio en modelos 7 vitro empleando cultivos celulares
son el primer acercamiento para determinar si dichos extractos contienen moléculas con actividad
antiproliferativa o citotdxica, entre otras. Una vez que se haya identificado una respuesta celular

frente a dichos estimulos por parte de moléculas presentes en los extractos, posteriormente los
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extractos crudos son sometidos a diversos métodos analiticos de purificacion para determinar cual

es la fracciéon o molécula que presenta la mayor actividad.

Histéricamente, el consumo de plantas o subprductos de ellas son utilizadas con propodsitos
terapéuticos para controlar o atenuar problemas asociados con la salud. Esta actividad es originada
por practicas antiguas alrededor del mundo, mismas que se dieron desde el comienzo de las
civilizaciones y que han utilizado especies vegetales originarias de su regiéon y que por una
observacién empirica asocian su consumo con un efecto benéfico que impacta positivamente en su
salud, estas actividades son heredadas generacion tras generacion, y quiza, la manera mas utilizada

es mediante la preparacion de infusiones o mediante su consumo directo.

Gran parte de las evaluaciones realizadas en bioensayos estan basados con células, receptores o
enzimas que detecten respuestas bajo un estimulo celular y son originadas por las tradiciones que
conservan diversas poblaciones o etnias. Estas investigaciones tienen como objetivo ser
confirmadas o rechazadas bajo un apego estricto a la evaluacion cientifica a nivel laboratorio para

descubrir si dichas moléculas representan un interés comercial o social (Houghton, 2000).

Existen diferentes técnicas analiticas que permiten el aislamiento e identificacion de moléculas,
esto dependera de su origen y de la accesibilidad a tecnologfas disponibles. Los estudios
metabolémicos son una herramienta biotecnolégica que permite identificar las rutas de biosintesis
de los metabolitos presentes en los productos naturales y pueden describir su actividad bioldgica en
células. Debido a que los organismos producen pequefias cantidades de compuestos naturales, la
busqueda por mejorar los procesos y estrategias para el aislamiento e identificacion de moléculas

bioactivas estan en constante progreso (Nguyen et al., 2012; Raftery, 2014).

Como se menciond anteriormente, dichas variantes contemplan desde los solventes empleados
originados por la solubilidad de los compuestos, los tiempos de extraccion enfocandose en que
permanezca la bioactividad de los compuestos, algunos otros contemplan etapas fisiologicas donde
se sintetizan la moléculas de interés, también se evalua la mayor producciéon del metabolito
sometiendo a diversos tipos de estrés a las fuentes de obtencién, ademas de contemplar si se deben

protejer de la luz o de procesos térmicos (Bae et al., 2012).

Los bioensayos dirigidos para encontrar moléculas con capacidad citotéxica o antiproliferativa
(viabilidad celular) obtenidas de las plantas son extensamente reportados alrededor del mundo

(Garcia-Solis et al., 2009; Rascon-Valenzuela et al., 2015; Torres-Moreno et al., 2015), y un evento
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biolégico ampliamente estudiado en la ciencia es la apoptosis o también conocida como muerte
celular programada, término que fue usado por primera vez en el ano de 1972. Este proceso se
caracteriza por presentar cambios morfolégicos en las células y los mecanismos funcionales

bioquimicos que son dependientes de energfa cambian radicalmente (Elmore, 2007).

Es por ello que la apoptosis es una via compleja que incluye en su maquinaria biolégica una
cascada multiple de sefalizaciones donde participan activadores, efectores y reguladores que pueden
ser detectados para evaluar y determinar el mecanismo de muerte cuando las células son expuestas
a determinadas moléculas. Diversos ensayos pueden ser aplicados para determinar alteraciones
citomorfoldgicas, fragmentacion de ADN, la expresion de genes proapoptoticos o antiapoptoticos
mediante PCR en tiempo real, microarreglos, detecciéon del nivel de caspasas, ensayos

mitocondriales, medicién de sustratos clave e inhibidores, alteraciones membranales, entre otros

(Elmore, 2007).

Para ejemplificar, diversos compuestos quimicos como las saponinas y polifendlicos presentan
actividad citotdxica, sin embargo no en todas las investigaciones se reporta el mecanismo exacto de
como se genera la apoptosis. En lo que compete a la especie evaluada en esta investigacion, los
componentes quimicos de diversos agaves han presentado actividades citotoxicas, y el primer
reporte registrado fue realizado por Bianchi y Cole (1969) en el cual analizaron el efecto de
saponinas del Agave schotti Engelm en cancer de mama en un modelo murino administrando
diferentes dosis de extracto obteniendo una incidencia del tumor en un 7 y 28 %, los extractos
fueron obtenidos de inflorescencias sometidos a hidrolisis y separados por cromatografia en
columna monitoreando la presencia de los compuestos por TLC. Por otra parte, Saenz et al. (2000)
evaluaron la actividad citostatica empleando extractos de hojas por decocciéon a partir de Agave
intermixta 1. en células hepéticas (HEp-2), obtuviendo un ICso de 68.032 pg/ml. Mientras que
Yokosuka y Mimaki (2009) aislaron diferentes compuestos y los identificaron por resonancia
magnética nuclear a partir de extractos metanolicos, en estos resultados las células de leucemia (HL-
60) mostraron citotoxicidad a cuatro de los 15 compuestos evaluados con un ICso de 5.5, 9.4, 11.3
y 12.3 pg/ml respectivamente. Debido a estos antecendentes en la especie y asociando los
testimonios de personas que aseguran presentar signos positivos que benefician su salud por

cosumir hidrolizados de pencas de agaves, se decidio realizar esta investigacion.
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2.5 Generalidades del cancer

El cancer es una de las enfermedades que mayor numero de decesos ocasiona en el mundo,
generalmente es una enfermedad que provoca un crecimiento y deseminaciéon incontrolado de
células abnormales que no son reguladas por su ciclo biolégico normal y tienen la capacidad de

generarse en cualquier parte del organismo que invade (OMS, 2018).

Durante el afio 2012, alrededor del mundo un total de 14.1 millones de nuevos casos fueron
detectados y se proyecta que para el 2050 llegue a 27 con cerca de 17 millones de muertes. Segun
reportes publicados por la Organizacion Mundial de Salud (OMS) durante el 2012 se estima que en
México la mayor incidencia de cancer en hombres fue de prostata (17%) y en mujeres de pecho
(15.8%). Esta enfermedad genera gastos millonarios para los gobiernos, por ejemplo en paises
desarrollados como Estados Unidos tan solo durante el 2010 el monto gastado fue cerca de 124.5
billones de ddlares que incluye sélo para medicinas (Siegel et al., 2017; Islami et al., 2018). Existen
diversos factores de riesgo internos y externos que estan asociados para que se desencadene las
enfermedads como la exposicion a radiacion, consumo de tabaco o alcohol, mutaciones durante el
metabolismo, obesidad, predisposicion genética, contaminacion ambiental, factores reproductivos
y hormonales. Las alternativas clinicas para controlar dicha enfermedad son mediante cirugfa,
radioterapia o quimioterapia, y en la mayoria de los casos el tratamiento es efectivo sélo si se cuenta

con programas oportunos de diagnoéstico.

Por otra parte, el estrés oxidativo esta relacionado por contribuir como un factor que
desencadena problemas de salud en la poblaciéon mundial, y se define como una situacion
bioquimica que se caracteriza por el desequilibrio entre los radicales libres (principalmente las
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), Nitrégeno, y los mecanismos de defensa antioxidante que
estan involucrados. Altos niveles de estas especies pueden interactuar con biomoléculas

ocasionando dafio celular lo que provoca alteraciones y cambios en sus funciones vitales (Vifias et

al., 2012; Ichiishi et al., 20106).

Por los problemas antes mencionados es que las plantas contindan siendo un reservorio de
compuestos bioactivos que sirven como modelo para descubrir moléculas citotéxicas que permitan
producir analogos sintéticos para combatir el cancer. Diversos compuestos han sido sintetizado a
partir de plantas por ejemplo colchicina, acido betulinico, silvestrol, elipticina, santonina,
bruceantina, curcumina, entre otros. Actualmente un mayor numero de grupos de investigacion

trabajan por determinar la relacion estructura-actividad en su mecanismo de accidn, y en diferentes
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textos de divulgacion cientifica se reporta hasta qué etapa llegan durante su analisis farmacolégico

(Srivastava et al., 2005; Khazir et al., 2014).

2.6 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

La inflamacién es un mecanismo que se desencadena por defensa del cuerpo, y el sistema inmune
es el encargado de reconocer cuando hay dafio celular, irritantes, virus, bacterias o cualquier agente
extrafio que ponga en riesgo la integridad del ser vivo. Las enfermedades inflamatorias agrupan una
gran variedad de transtornos y condiciones que se caracterizan por la inflamacién, algunos ejemplos
incluyen desde simples alergias, asma, enfermedades autoinmunes, enfermedad celifaca, hepatitis,
enfermedad inflamatoria del intestino, cancer 6 rechazo por transplante, entre muchos otros

(Knowles y Selby, 2005).

Los factores de riesgo que se describen el apartado 2.4 estan relacionadas con el cancer a través
de los mecanismos de inflamacion. El microambiente celular entre células cancerosas e inflamacion
estan estrechamente ligados y han sido vinculados por numerosas lineas de investigacion,
principalmente se incluye a los factores de transcripcion nuclear (NF-kB), los transductores de sefial
y actividadores de la trascripciéon 3 (STAT3), en conjunto estas dos vias estan involucradas en la
inflamaciéon y se pueden activar por los factores de riesgo antes mencionados; segundo, una
condiciéon inflamatoria precede a la mayoria de los cancer; tercero, NF-kB y STAT 3 son
constituyentes activos durante la enfermedad; y cuarto, ambos regulan genes asociados a
tumorogénesis, entre otras vias de vinculacién que podrian mencionarse entre ellas. Por tal motivo,
la supresion de las rutas proinflamatorias son un objetivo que podria brindar la oportunidad para

prevenir y tratar el cancer (Aggarwal et al., 2009).

Las enfermedades cardiovasculares causadas principalemente por condiciones de inflamacion
exhorta a evaluar los efectos antiinflamatorios de moléculas o extractos naturales en modelos
vitro, por ejemplo empleando células (RAW 264.7) o directamente en modelos 7z vivo empleando
ratones albinos o ratas Wistar, a los cuales previamente se les causan edemas en sus tejidos (Peana

et al., 1996; Garcia et al., 2000; Paulino et al., 2008; Hernandez-Valle et al., 2014).

En este contexto, el Oxido Nitrico (ON) es un regulador multifuncional celular de suma
importancia debido a que esta envuelto en respuestas inmunoldgicas sobre tejidos cardiovasculares
y neuronales, y su efecto esta relacioanado con procesos patolégicos como el asma e inflamacion

cronica. La vida media y accidn bioldgica son muy cortas ya que es rapidamente oxidado en nitrito
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y nitrato. Su actividad se da principalmente en la membrana del citoplasma y nucleo de la célula y
ocurre en condiciones de inflamacién. La sintesis resulta de la conversion del aminoacido L-
Arginina a L-Citrulina mediado por la familia de isoformas conocidas como 6xido nitrico sintasas

(Gorocica et al.,, 1999; Lind et al., 2017).

La produccion de ON se puede cuantificar por diferentes metodologias y un ensayo ampliamente
utilizado es la formacion de nitrito (NO»-) en medios de cultivo con células RAW264.7. Peter Griess
en 1879 propuso una metodologia que se basa en una reaccién de diazotacién (reaccion entre una
amina primaria aromatica y NaNO; en presencia de HCI o HoSOy para la formacion de un sal de
diazonio), dicho protocolo ha sufrido modificaciones. Con la ayuda de este sistema se detecta NO»-
en experimentos biolégicos con la previa generacién de una curva de calibracién (uM) con dicho

compuesto.

Por otra parte, los macréfagos son células fagociticas residentes en tejidos linfoides y no linfoides
ampliamente versatiles adquiriendo diversas funciones en los tejidos y tipos de ambientes en los
que se encuentran. Durante la respuesta inflamatoria juegan un papel central durante todas las
etapas de su desarrollo y su funcién es reparar el tejido dafiado (Geissmann et al., 2010; Dunster,

2016).

Los ensayos con macréfagos murinos RAW 264.7 inicialmente obtenidos de ratones infectados
con el virus de la leucemia de Abelson son estimulados con diferentes lipolisacaridos (LPS)
bacterianos u otros obtenidos de goma xantana para la produccién de ON, debido a que son
extremadamente sensibles las células que son tratadas con LPS adquieren una morfologia dendritica
y en diversos reportes se ha utilizado esta metodologia (Saxena et al., 2003; Chen y Kang., 2013; Liu
etal., 2017).

Desde tiempos precolombinos estas practicas han sido utilizadas en la medicina tradicional, tal
es el caso de los extractos naturales obtenidos de plantas para combatir padecimientos asociados
con la salud o simplemente prevenirlos, y como se menciné en los antecedentes se abord6 de
manera breve mediante una introduccién que resalta los aspectos mas importantes en el estudio de

las plantas y la evaluacion de sus productos quimicos en lineas celulares.

El género agave previamente ha sido reportado por presentar actividades bioldgicas asociadas a
moléculas con propiedades antiinflamatorias 6 antiproliferativas y para ejemplificar tal es el caso de

Agave angustifolia, Agave intermixta y Agave americana. Al ser una especie con un amplio uso a lo largo
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del pais y de gran importancia econémica, en este documento se abre una nueva etapa de analisis
de los productos hidrolizados de pencas de agave los cuales son consumidos tradicionalmente por
personas con problemas de salud que estan relacionados al cancer, y con estos resultados se sientan

antecedentes de su evaluacion.

Junto con los experimentos empleando agaves, también se sometieron a estudio extractos de
raiz de Heliopsis longipes (popularmente conocido como chilcuague) y de frutos de Ewnterolobinm

¢yclocarpum. (parota), mismos que son utilizados en la cultura mexicana con multiples finalidades.

ITI. Objetivos

Objetivo General
Evaluar la actividad antiproliferativa y antiinflamatoria 7z vifro de extractos hidrolizados
obtenidos de hojas de diferentes especies de agave, frutos de Enterolobinm cyclocarpum y raiz de

Heliopsis longipes.

Obijetivos Particulares

¥ Realizar la caracterizacion de los componentes fitoquimicos presentes en extractos hidrolizados
a partir de hojas de agaves adultos por un tratamiento de hidrolisis, asi como también a muestras
de parota y chilcuague.

W Evaluar la actividad antiproliferativa 7z vitro de extractos crudos y fracciones ricas de saponinas
en un panel de lineas celulares (HelLa, A-549, ARPE, y RAW264).

W Evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos sobre células murinas (RAW264).
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IV. Metodologia

La presente investigaciéon que lleva el titulo Evaluacion de la actividad anticancerigena in
vitro de diferentes especies de agave, fue desarrollada en el Laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco Jalisco (ITT]), y se realizé una estancia en el Laboratorio
de Investigacion de Productos Naturales en la Universidad de Sonora (UNISON).

Durante la investigacion, se evaluaron principalmente extractos hidrolizados por coccién de un
jugo a partir de hojas de seis especies de agaves, también se incorpord un extracto etanodlico
concentrado de la raiz de chilcuague (Heliopsis longipes) obtenido por método Soxhlet, y un extracto

acuoso por maceracion de harina obtenida de frutos de parota (Enterolobium cyclocarpum).

4.1 Sitios de estudio, colecta del material vegetal y obtencion de extractos

Se prepararon extractos a partir de hojas provenientes de agaves, raiz de chilcuague y frutos de
parota, su composicion fitoquimica fue determinada por métodos espectrofotométricos, mediante
un ensayo biologico empleando un panel celular se evalu6 la actividad antiproliferativa con cuatro

lineas celulares y posteriormente la actividad antiinflamatoria sobre macréfagos.

En la investigaciéon se incorporaron hojas de diecisiete plantas de agaves silvestres y semi-
cultivados de seis especies: Agave salmiana, A. tequilana, A. americana, A. inaequidens, A. maximiliana
(echuguilla) y A. rbodacanta, las cuales fueron muestreadas entre las 10:00 y 14:00 horas en la region
productora de raicilla en Mascota Jalisco con coordenadas 20°26°26.84 N, 104°44°15.48" O
aleatoriamente en un radio aproximado de 800 metros durante el mes de Noviembre del 2016, parte
del material vegetal de estudio fue donado por el productor de raicilla Lucio Lopez Lomeli y con el

apoyo de Carlos Cruz Gaspar se obtuvieron las tomas de muestras.

Un segundo sitio de colecta fue durante el mismo periodo en el municipio de Tlajomulco de
Zufiga, Jal. en cuatro zonas. Primero en la localidad de San Miguel Cuyutlan (20°24°1.70"N,
103°22°40.68"0), zona productora de bebidas alcohdlicas y cuerdas de ixtle para charreria; una
tercera fue en el “Cerro Viejo” (20°25°8.81°N, 103°25745.99°0); (20°27°11.07N y
103°25°44.3570), y por ultimo en el Instituto Tecnolégico de Tlajomulco (20°26°35.83"N y
103°25719.34°0).

Durante la colecta, debido a la variedad en tamafio y edad de los agaves se obtuvieron de tres a
seis hojas de cada planta teniendo como criterio principal de seleccion que las pencas fueran de la

parte central de la roseta, la edad aproximada de las plantas fue proporcionada por los productores
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de cada sitio. La altitud de las regiones descritas donde se realizaron las colectas es de 1521 msms

para Mascota, y en Tlajomulco 1681, 1873, 1561 y 1563 msnm respectivamente.

Las hojas colectadas se transportaron al laboratorio de biologia molecular donde fueron lavadas

con agua eliminando polvo y espinas para posteriormente ser cortadas en partes pequefias de
. 2 . ’ . z

aproximadamente un cm®, en la figura 1 se observan imagenes representativas de la metodologia
seguida. LLos trozos pequefios fueron colocados en matraz Erlenmeyer y se sometieron a un proceso
de autoclaveado en condiciones de 121°C y 29.8 psi durante 15 minutos en autoclave marca Felisa
399. Debido a que durante esta temporada no se producirfa raicilla, mediante este tratamiento se
trato de simular los procesos artesanales de hidrolisis de pencas para obtener el jugo que es

comercializado, sin embargo un productor de raicilla doné una muestra de jugo que comercializa.

Una vez transcurrido el tiempo de hidrolisis, el producto obtenido por coccion se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se sometié a un proceso de molienda en licuadora Osterizer Blender, el
jugo obtenido se filtré6 con manta de malla eliminando las fibras de las pencas obteniendo los
extractos hidrolizados (EH) que fueron analizados en las pruebas. Para eliminar los solidos
presentes en los EH, los productos se colocaron en tubos de 50 ml y fueron centrifugados a 11000
rpm durante 15 minutos a 4 °C en centrifuga Eppendorf 5804 R. Una vez recuperado el
sobrenadante se almacenaron a -20 °C hasta su uso (figura 1). Las evaluaciones de los agaves se
desarrollaron con los EH, y en una segunda version las saponinas fueron precipitadas del EH con

un exceso de acetona como lo describe Eskander et al. (2010).

El extracto de la planta de chilcualgue (Heliopsis longipes) fue obtenido gracias a una valiosa
donacién por Rogelio Gémez Sanchez. Las raices fueron colectadas en la comunidad del Alamo
perteneciente a La Sierra Gorda municipio de Xicht Guanajuato durante junio del 2016. El proceso
de extraccion fue desarrollado con un equipo Soxhlet, 15 g de rafz y 150 ml de etanol al 96 %
permanecieron a 65 °C durante dos horas. Una vez obtenido el extracto, se dej6 evaporar el solvente
a temperatura ambiente para obtener una pasta concentrada que se mantuvo refrigerada a 4 °C hasta
su uso.El dltimo extracto fue a partir de frutos maduros de parota (Enterolobinm cyclocarpum) los
cuales fueron colectados en los municipios de Colima, Colima y Uruapan Michoacan. La semilla
fue separada y se redujo el tamafio de particula utilizando un molino de mano. Cincuenta gramos
de harina permanecieron en extraccion con 950 ml de Agua a 4 © durante cuatro dias con agitacion
ocasional. Después se filtr6 con bomba de vacio y matraz kitasato (figura 1), el extracto obtenido

se centrifugd y almacené empleando la misma metodologia seguida para los EH de agave.
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Figura 1. Fotografias ilustrativas tomadas durante la colecta y tratamiento del material
vegetal. Ay B) Colecta de las pencas de agaves adultos en su estado silvestre. C) Ejemplo de Agave
spp. al cual se le jim6 la inflorescencia para destinar a la planta a produccién de raicilla. D) Pencas
colectadas y tratadas en laboratorio. E) Trozos de las pencas en matraz erlenmeyer antes de
hidrolizar. F) Obtencién de los jugos crudos que fueron hidrolizados en autoclave. G) Extractos
hidrolizados para analizar. H) Donacién de jugo que fue producido por proceso artesanal en
Mascota Jalisco. I) Metodologia para filtrar el extracto de parota. Fotografias: fuente propia.
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4.2 Caracterizacion de los extractos

La caracterizacioén y cuantificacién fitoquimica de los extractos fue realizada en su version
completa (EH) y también a los que fueron precipitados con un exceso de acetona, a ensayos
antiproliferativo y antiinflamatorio. Debido a que fueron una considerable cantidad de plantas
muestreadas, el objetivo de las mediciones fitoquimicas fue para obtener un resultado general en
cada EH como pruebas preliminares teniendo como criterio de seleccion el mayor contenido de
fenoles, saponinas y actividad antioxidante. LLos resultados obtenidos serviran para determinar y
discutir el comportamiento de los fitoquimicos entre diferentes especies del mismo género, la
relacion entre edades y sitios de colecta. Para disminuir el numero de muestras, las plantas que
obtuvieron mayores concentraciones de estos compuestos fueron liofilizadas, posteriormente se

prepararon las soluciones madre con DMSO a 80 mg/ml para los ensayos con células.

Analisis de carbohidratos en los extractos
Considerando la abundacia de carbohidratos en las plantas, a los extractos obtenidos se les
cuantifico azucares reductores por el método DNS y se obtuvo un perfil por cromatografia en capa

fina (TLC) de los monosacaridos, oligosacaridos y fructooligosacaridos presentes en la bebida.

Identificacién de carbohidratos por cromatografia en capa fina
La caracterizaciéon del perfil de carbohidratos de los extractos hidrolizados se analizé por
cromatografia en capa fina empleando difenilamina y anilina, estos reactivos permiten distinguir

entre cetosas (rojo) y aldosas (azul) por el color desarrollado.

Se utiliz6 el protocolo propuesto por Praznik et al. (2007) utilizando placas Del Merck No 60
HPTLC. Se aplicaron 0.5 pl de muestras en las placas por linea con una jeringa HAMILTON 7000.
Las fase moévil fue: A: 1-butanol: acido acético: éter dietilico: agua de acuerdo a Holme (1998).

Como estandar se utiliz6 glucosa, fructosa, sacarosa a 1.5 mg/ml (p/v).

Para visualizar los carbohidratos, se utilizo una solucién reveladora de acuerdo a Reiffova y
Nemcova (20006) que consiste en anilina, difenilamina, y acido fosférico diluidas en acetona. La
placa se atomizé con la solucién reveladora y después se calentd a 120°C hasta la aparicion de las

bandas monitoreando hasta la intensidad deseada, por tltimo la placa se document6 para su analisis.
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Cuantificacion de azucares reductores

Se prepard el reactivo 3,5-dinitrosalicilico (DNS) en frasco color ambar, disolviendo 75 g de
Tartrato de sodio y potasio en 100 ml de agua destilada, agregando después 50 ml de hidréxido de
sodio 2 M y 75 ml de agua destilada caliente, se adicion6 0.25 g de DNS, una vez disuelto se aford
a 250 ml. El reactivo se consetv a 4 °C hasta su uso. La curva de calibracion se realizé con una

solucién de glucosa a una concentracién de 1 a 10 mg/ml (0.1, 1, 2, 5, 7 y 10 respectivamente).

Se tomaron 100 pl de cada dilucién y se hicieron reaccionar con 1 ml de reactivo DNS en tubos
con rosca incubando en bafio Marfa a 100 °C durante diez minutos. Permanecieron diez minutos a
temperatura ambiente y se colocaron 200 pl en microplaca (por triplicado), la lectura se realiz6 en

el espectrofotémetro a una longitud de onda de 570 nm.

Determinacion de fitoquimicos

Una vez obtenidos los extractos y soluciones madre (EH, precipitados con acetona, chilcuague
y parota) se cuantificé el perfil fitoquimico y las mediciones se desarrollaron en espectrofotometro
para microplacas marca UV Multiskan™ GO (Thermo Scientific®). En cada curva de calibracion
fue empleado un estandar comercial puro y se prepararon las respectivas soluciones para obtener

una curva de regresion lineal igual o mayor a 0.98 para cada método.

Estimacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizé con el reactivo Folin-Ciocalteu de acuerdo a la
metodologia descrita por Singlenton y Rossi (1965) con modificaciones hechas por Ahumada-
Santos et al. (2013). En cada tubo se colocaron 0.1 ml de las muestras a evaluar o solucions diluidas
del estandar (para obtener la curva de calibracion utilizar diluciones de acido galico a 100, 200, 300,
400 y 500 pg/ml diluidas en etanol) con 0.79 ml de agua destilada, y 0.05 ml del reactivo de Folin
Ciocalteu al 2 N. Los componentes de la reaccién se mezclaron durante dos minutos a 40 °C
protegidos de la luz. Una vez transcurrido el tiempo se agregaron 0.15 ml de NaCOj saturado al 15
% diluido previamente en agua (p/v). Los tubos se homogenizaron vigorosamente en agitador
vortex y la mezcla permanecié en reposo durante 30 minutos a 40 °C. Doscientos microlitros de
cada muestra por triplicado se leyeron a una absorbancia de 765 nm empleando agua como blanco.

Los resultados se expresan como mg equivalentes de acido galico (mEAG) por cada 100 ml de jugo.
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Estimacion de saponinas

La concentracién de saponinas en los extractos se determiné de acuerdo a la metodologia
descrita por Hiai et al. (1976). En este método, la vainillina y acido sulfdrico reaccionan con
sapogeninas esteroidales, saponinas, esteroles y durante la reacciéon generada las unidades de aztcar
no afectan dicha medicién. Se prepar6 una solucion de vainillina al 8 % disuelta en etanol al 99.5 %
(v/v). (preparar cada vez que se realice la determinacion: 800 mg/10ml). Se prepararon 100 ml de
Acido sulfarico al 72 % diluido en agua destilada (28 ml agua destilada estéril y 72 ml de 4cido
sulfurico concentrado). Para preparar la mezcla, en tubos de ensayo se colocaron 0.5 mL de agua
como blanco o solucién de los extractos diluidos con etanol, 0.5 ml de solucién de vainillina y
cuidadosamente 5.0 ml de acido sulfirico, fueron agregados y mezcladas en bafio de agua frfa a 4°C.
Después la mezcla fue calentada en bafio Marfa a 60 °C durante 10 minutos, enseguida se dej6 en
bafio de agua frfa a temperatura ambiente. El blanco utilizado (agua 6 etanol) reacciona y se observa
un color amarillo intenso. Se realizé un espectro de absorcion de 450 a 700 nm. Para determinar la
mayor presencia de saponinas se graficaron los valores en el espectro de absorcién antes
mencionado y la muestra que presentaba mayor area bajo la curva confirmando por la intensidad
de coloracién desarrollada en la microplaca se determind cual era el extracto con mayor

concentracion de estos compuestos.

Cuantificacion de sapogeninas esteroidales

La cuantificaciéon de sapogeninas se desarrollé de acuerdo al protocolo propuesto por Baccou et
al. (1977), con algunas modificaciones. En un tubo de ensayo se colocaron diferentes diluciones de
diosgenina de 0-40 pg (sapogenina esteroidal) diluidas previamente por separado en 2 ml de acetato
de etilo. Después se agregd 1 ml del reactivo A (consiste en 0.5 ml de anisaldehido y 99.5 ml de
acetato de etilo) y 1 ml del reactivo C (consiste en 50 ml de acido sulfurico y 50 ml de acetato de
etilo) y se agitaron cuidadosamente. Después se colocaron los tubos en bafio Maria a 60 °C durante
10 minutos, posteriormente se dejé enfriar en bafio de agua hasta llegar a temperatura ambiente y
la medicion se realizo por triplicado a 430 nm. Metodologia opcional: es posible esta determinacion
sin la incubacién de los tubos, el reactivo B (acido sulfurico concentrado) se puede utilizar después
de colocar el reactivo C. Los resultados se expresan en mg equivalentes de diosgenina por cada 100

ml de jugo.
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Evaluacion de la actividad antioxidante

Multiples ensayos son utilizados para medir el potencial antioxiodante de bebidas, extractos de
alimentos (frutas y hortalizas) y compuestos puros, los radicales reaccionan por mecanismos
diferentes con cada muestra. Generalmente las bebidas o alimentos que se consumen son sometidas
a evaluaciones para identificar su capacidad antioxidante, los métodos ABTS y DPPH son utilizados
ampliamente para el analisis de alimentos funcionales principalmente asociados con un alto
contenido de polifenoles. Estas dos metologias estan basados en la transferencia de electrones que

puede ser observada visualmente por la decoloracion de un oxidante (Floegel et al., 2011).

Una solucion estandar de analogo sintético fue utilizada como control, trolox (0-800 uM) que
fue diluido en etanol al 80 % y la curva de calibracion se grafica en funcion de la dosis-respuesta en

la inhibicidon del radical.

Método DPPH

El ensayo se desarroll6 de acuerdo al método reportado por Brand-Williams et al. (1995) con
modificaciones hechas por Ahumada-Santos et al. (2013). En un tubo se colocaron 0.1 ml de las
muestras, trolox o metanol al 80 % como blanco y fueron mezclados con 0.9 ml de DPPH
preparado previamente en etanol a una concentraciéon de 150 pM. La mezcla permanecié en
condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente de laboratorio (=25°C) durante 20 minutos,

enseguida se midi6 la absorbancia a 515 nm.

4.3 Evaluacion biolégica

Lineas celulares

En el panel evaluado se utilizaron tres lineas celulares humanas y una linea murina; Hel.a
(carcinoma del cuello uterino humano), A-549 (adenocarcinoma alveolar humano), como linea
control ARPE-19 (Epitelio pigmentado de la retina humana) y RAW264.7 (macréfagos murinos
transformados por el virus Leucemia de Abelson). Las lineas fueron obtenidas de ATCC®
(American Type Culture Collection). En los ensayos antiproliferativos de los extractos se utilizaron

las cuatro lineas y para la actividad antiinflamatoria se utiliz6 la linea murina.
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Preparacion de medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Las alicuotas proporcionadas en el laboratorio (viales en ultracongelacion) de las diferentes

células que permanecian a -80 °C mismas que estaban en contacto con DMSO vy suero fetal bovino
(proporcion 1:4 v/v) fueron descongeladas rapidamente para mantener la viabilidad celular y
posteriormente sembradas en matraces de cultivo celular de 25 cm® de superficie.
Las condiciones de crecimiento de los cultivos y placas de los ensayos incluian una atmosfera al 5%
de CO; que permanecieron a 37 °C en una incubadora isoterm (Fischer Scientific) durante el
desarrollo de todos los ensayos. Todos los materiales empleados durante los ensayos eran nuevos
y/o estériles, segun era el caso.

Las lineas celulares se cultivaron y mantuvieron en medio DMEM rico en glucosa que incluye
asparangina, arginina HCI, bicarbonato de sodio (NaHCO3), estos reactivos fueron diluidos en agua
destilada y se ajusto el pH a 7.3, posteriormente el medio fue esterilizado con la ayuda de una bomba
de vacio utilizando un sistema de filtracién con membrana estéril en campana de bioseguridad,
después el medio fue suplementado cuidadosamente con 1 % de piruvato de sodio (solucién 100
mM), L-glutamina (0.75 % v/v) y como antibiético se utilizé 1 % de penicilina-estreptomicina.
Dependiendo de las lineas celualares el medio fue suplemento con suero fetal bovino Gibco Life
Technologies a 0, 5y 10 % (DOF para los ensayos MTT, D5F para el cultivo de células humanas,
D10F para RAW264.7 durante ensayos antinflamatorios).

Preparacion del reactivo MTT

La soluciéon de MTT (Sigma Aldrich) fue suspendida en una soluciéon de PBS 1X la cual fue
esterilizada por filtracién con membrana de poro con una apertura de 0.22 um, y la solucién se
prepar6 a una concentracion de 5 mg/ml bajo condiciones de esterilidad con minima exposicién a
la luz. Las alicuotas obtenidas fueron almacenadas a -20 °C protegidas de la luz y descongeladas

hasta su uso en los ensayos.

Conteo celular con azul de tripano

El conteo de las células viables se realizé en una camara de Neubauer empleando colorante azul
de tripano. Una vez obtenida una confluencia celular mayor al 80 % las células fueron despegadas
con una solucién de tripsina-EDTA (solucién 0.25 %) y con la ayuda de un microscopio invertido
se determino si las células adherentes se despegaban evaluando el menor tiempo posible el contacto
celular con las proteasas. El sobrenadante fue recuperado en un tubo falcon estéril y se centrifugd

a 1500 rpm durante 7 minutos a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se deshecho y el paquete
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celular obtenidos se suspendié cuidadosamente en 10 ml de medio fresco hasta que la suspension

fuera completamente homogénea. En un vial se colocaron 0.5 ml de la suspension para el conteo
celular, y la metodologia consiste en tomar 20 pl de la suspensiéon y 20 pl del colorante

(previamente preparado con 200 pL de Trypan Blue Solution 0.4 % Sigma y 800 pL de PBS 1X).
Por método de exclusion de las células no viables se contaron las células en los cuadrantes de la
camara y mediante calculos la densidad celular celular se ajust6 a 1 X 10* células.
Ensayo de viabilidad celular

La actividad antiproliferativa de los diferentes extractos evaluados fue determinada por la
medicién de la viabilidad celular utilizando el ensayo MTT en microplacas de cultivo celular de 96
pozos. Este es un ensayo colorimétrico que emplea sal de tetrazolio y es utilizado ampliamante para
la medicién de citotoxicidad, viabilidad celular y estudios de proliferacion en biologfa celular. El
MTT en solucién presenta una coloraciéon amarilla y en contacto con células viables por accion de
deshidrogenasas mitocondriales y agentes reductores generan un producto llamado formazan con
coloracion azul violeta y que es insoluble en agua (Stockert et al., 2012).

Durante los ensayos se utilizé la metodologia propuesta por Rascén-Valenzuela et al. (2015).
Cuando las células adherentes alcanzaron una confluencia de crecimiento aproximada del 80 %, se
utilizé tripsina-EDTA (a 0.25 % v/v) para despegatlas de la base de los matraces de cultivo celular.

Con la pipeta multicanal se tomaron 50 pL de las células (previamente ajustada su densidad por el

conteo celular con azul de tripano a 1x10* en los 50 uL) y se sembraron por triplicado para cada
extracto.

Después de haber permanecido durante 24 hr en incubacién (a 37 °C y 5 % COy) para que las
células se adhieran al fondo de los pozos, las células fueron estimuladas con 50 pL de los extractos

a diferentes concentraciones reales en los pozos (50, 100, 200 y 400 pg/ml, previamente diluidos
con DMSO a una concentracién de 80 mg/ml de muestras previamente liofilizadas) y fueron
incubadas durante 48 hrs bajo las mismas condiciones.

De acuerdo al autor de la metodologia seguida, en ensayos previos se observé que el DMSO al
2% (v/v) es la maxima concentracién permitida sin afectar la viabilidad celular. A las 24 horas y 43
horas de haber sido estimuladas, se obtuvieron microfotografias en microscopio invertido a
diferentes ampliaciones. Al cabo de las 44 horas transcurridas de estimulacion a las células se les

retir6 cuidadosamente el medio para no despegar las células y los pozos con las células fueron

lavadas con 200 pL de PBS estéril 1X y nuevamente se retiro la solucién con extremo cuidado. Cien
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microlitros de medio fresco (DOF) y 10 pL de la solucién MTT (5 mg/ml) fueron agregados a cada
pozo durante las dltimas cuatro horas de incubacién. Los cristales de formazan generados por las

células que permanecian metabdlicamente activas fueron disueltos con 100 pl. de isopropanol
previamente acidificado (100 ml de alcohol isopropilico + 0.337 ml de acido clorhidrico
concentrado) con la ayuda de una pipeta multicanal.

El fondo exterior de las placas se limpi6 con algodén y alcohol al 70 %, y las absorbancias fueron
medidas en lector ELISA de microplacas (Marca BioRad) a dos longitudes de onda, 570 y 630 nm.
Los ensayos se realizaron tres veces para cada linea y extracto evaluado.

La viabilidad celular fue calculada respecto con las células control (células sin estimulo, s6lo con
medio DMEM que contenfa DMSO 2 % v/v). Los extractos que presentaron actividad
antiproliferativa se les determiné el ICsy por regresion lineal.

Evaluacién de actividad anti-inflamatoria

La cuantificacién de 6xido nitrico y viabilidad celular de las células fue determinado por medio
del reactivo de Griess y por el ensayo MTT respectivamente. Las células RAW264.7 se trataron de
la misma manera que las lineas humanas, se descongelaron, incubaron, crecieron y despegaron de
las cajas con la misma metodologia previamente descrita.

Durante el ensayo se siguié la metodologia descrita por Paulino et al.,, (2008) con ligeras
modificaciones. Las condiciones de crecimiento fueron en medio D10F a 37 °Cy con una atmosfera
de COzal 5 %, de igual manera el conteo celular con azul de tripano fue como en los ensayos MTT
por la metodologia descrita previamente. En las placas se colocaron 100 pL de las células con un
aproximado de 50,000 células por pozo (es crucial sembrar relativamente la misma cantidad de
células por pozo), permanecieron durante 24 hr en incubacioén, y a las células confluentes después
se les agregaron 98 pl. de medio fresco D10F y fueron estimuladas con 2 pL del lipopolisacarido
(LPS) obtenido de E. w/i (preparado previamente en DMEM) durante 24 horas para inducir la
inflamacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se tomaron 100 pL del medio de cada pozo (Placa
1) y se transfirieron a una placa nueva (Placa 2: paso para cuantificar el 6xido nitrico generado con
el reactivo de Griess). En condiciones de oscuridad y empleando en todo momento puntas nuevas,
se agregaron cuidadosamente 100 pL del reactivo de Griess a cada pozo, la placa permanecid

durante 10 minutos reaccionando protegido de la luz, posteriormente la placa se ley6 en lector de
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ELISA a 540 nm. Como controles se utilizaron 6 pozos para células con LPS y otras seis sin LPS,

y tres pozos sin extracto, y con DMSO sin LPS.
Los extractos de agaves fueron evaluados en 25, 50, 100 y 200 pg/ml, con el antecedente de que

el extracto de chilcuague fue citotéxico a 200 pg/ml en la evaluacién antiinflamatoria las
concentraciones evaluadas para este ultimo extracto fueron menores, quedando a 12.5, 25, 50 y 100
ng/ml.

A la placa 1 se le realizé ensayo MTT, cuidadosamente fue retirado el medio y se prosiguid a
lavar con PBS 1X (mismo procedimiento para la evaluacién de actividad antiproliferativa, ver
metodologia anterior). Este ensayo de viabilidad celular se realiza para observar que el DMSO o
extracto no estan afectando a las células.

Previamente se prepard una curva de calibracion con el reactivo de Griess y 6xido nitrico como
estandar, la curva fue generada con diferentes concentraciones de 6xido nitrico (0.0005, 0.028,
0.097, 0.22, 0.48 y 0.92 uM) y los datos obtenidos en este ensayo se comparon con la curva de
calibracion. Los resultados se expresan en términos de porcentaje de actividad antiinflamatorios de
los extractos sobre las células estimuldas por el LPS.

La produccion de 6xido nitrico (UM) por las células RAW264.7 fue determinada con base a la curva
patron. La diferencia de las células tratadas con LPS y la respuesta antiinflamatoria de los extractos

evaluados sobre las células fue expresada en términos de porcentajes.

4.4 Analisis de datos
Cada cuantificacién de fitoquimicos se reporta con su correspondiente desviacion estandar,
los ensayos se realizaron por triplicado para cada muestra. En los ensayos biolégicos fueron

realizados por triplicado para cada extracto y linea celular, se representa el ICsy de los extractos.
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V. Resultados y discusion

En el presente estudio se reporta la evaluacion de extractos de hojas de agaves (de seis especies
con edades entre 5 y 12 afos), obtenidas de dos municipios de Jalisco (Mascota y Tlajomulco de
Zniga), especies que son destinados principalmente para producir bebidas alcohdlicas tradicionales
como la raicilla y para la produccién de cuerdas de ixtle en el caso de las colectadas en San Miguel
Cuyutlan, Tlajomulco.

Durante la evaluacién se incorpararon dos plantas mas, la primera fue una raiz endémica
conocida como chilcuague (Heliopsis longipes) colectada en Xichu Guanajuato, y que recientemente
ha llamado la atencién por su composicion quimica y su amplio campo de aplicacion.

Una segunda muestra fue del fruto llamado parota (Enterolobinm cyclocarpum) colectando en dos
sitios Colima Colima y Uruapan Michoacan, este fruto ha sido utilizado como pienso para ganado
y en usos tradicionales en la medicina antigua, el principal uso que se le da a la planta es por la
preciada madera del arbol siendo ampliamente valorada y utilizada por su importancia comercial.

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar extractos crudos de agaves en busqueda
de actividad antiproliferativa sobre células cancerosas, relacionando dicho objetivo por una practica
cultural que se realiza especificamente por parte de los pobladores de Mascota Jalisco.

En esta region del Estado se produce una bebida alcohdlica llamada raicilla obtenida a partir de
diferentes especies de agaves por ejemplo: Agave inaequidens, A. maximiliana, A. angustifolia y A.
rhodacantha, y en época de cosecha después de jimar las pifias, las hojas de estos agaves son
aprovechadas, pasan a ser colectadas y transportadas a los sitios de trabajo donde son “tatemadas”
port calor (hidrdlisis) inmediatamente después que se han sacado las pifias de los hornos artesanales
de mamposterfa. De las hojas obtienen jugo hidrolizado por un proceso de prensado, esta practica
la realizan con la finalidad de extraer un jugo de agave de las pencas para embotellarlo, congelarlo,
y posteriormente comercializarlo durante diversas etapas del afio, siendo su principal mercado para
personas que buscan productos alternos para consumir.

En una acercamiento con un productor de raicilla, hacfa hincapié de diversos testimonios de
personas que afirman que por el consumo de esta bebida se atentan algunos problemas de salud
relacionados con el grave problema de cancer, y el uso tradicional que normalmente se le da a esta
bebida en la regiéon es como un remedio para atenuar ciertos malestares.

Con base en la basta literatura consultada disponible dentro del género agave se propone una
hipétesis que esta asociada con una liberacién de componentes quimicos almacenados en las hojas

de los agaves hacia el jugo hidrolizado los cuales probablemente son los responsable de presentar
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actividades bioldgicas que se ven reflejadas y relacionadas con un efecto positivo en la salud de los
consumidores.

Esta practica cultural en la importante zona productora de raicilla nos llevé a plantear los
objetivos especificos de la investigacion que incluyen conocer la composicion fitoquimica,
antioxidante y determinar mediante cromatografia en capa fina los carbohidratos en la bebida. En
conjunto, se decidio realizar una comparacion de diversas plantas originarias en la regiéon de Mascota
e incorporar plantas colectadas en el municipio de Tlajomulco de Zuiniga, sometiendo a los mismos
procesos y determinaciones para conocer la variabilidad entre zonas de produccién y especies. Cabe
resaltar que todas las plantas evaluadas fueron muestredas en una etapa de vida adulta y la mayoria
crecieron en un medio ambiente silvestre, contemplando que en esta etapa las plantas son propicias
a ser jimadas debido a que ya alcanzaron la mayor acumulacién de azicares en la pifia para su jima
y las hojas ya no representan un tejido relativo de importancia.

Respecto a los ensayos biolégicos desarrollados se siguié la metodologia descrita en el
documento (ver apartado IV) para demostrar si el uso tradicional que se le da a esta bebida es
veridico y comprobable por el método cientifico, es importante resaltar que en el panel celular se
incorporaron cuatro lineas celulares las cuales fueron expuestas a diferentes concentraciones de los
extractos.

Con los resultados obtenidos de estos experimentos se genera informacién como un antecedente
llevando la evaluacién del producto (jugo hidrolizado) a una escala de laboratorio acerca de esta
practica, y as{ establecer bases para el estudio de esta bebida que es producida y consumida en esta
region, respecto a los extractos de chilcuague y parota serviran para futuras investigaciones de
acuerdo con la composicion y actividad reportada.

Durante la busqueda de antecedentes dentro de la basta literatura disponible de los agaves, no
existen documentos o analisis que reporten informacién relacionada al tema en la evaluaciéon de
productos obtenidos de agaves por tratamientos térmicos tan “agresivos”, los cuales pudieran ser
comparables con nuestro resultados. Tomando en cuenta que en esta investigacion difiere de las
practicas metodologicas que normalmente se realizan durante el tratamiento para la obtencién de
los extractos de los productos naturales (en especial dentro del género agave), sin embargo este
reporte es el inicio para descubrir si detras de esta practica cultural y la creencia que es un auxiliar
durante su consumo por personas que son tratadas por radioterapia para combatir el cancer (ateuar

ciertos malestares), o para quienes presentan problemas inflamatorios musculares.
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Por otra parte, en los resultados también se obtuvo un panorama general intra e inter especifico
de las hojas de agave al darle seguimiento a un grupo de compuestos ampliamente estudiado dentro
del género como lo son los metabolitos secundarios, estos datos son reportados como equivalentes
sintéticos de compuestos puros que estan presentes en diferentes concentraciones en los jugos
hidrolizados. Estos datos aportan informacién acerca del comportamiento de los metabolitos
secundarios en una etapa fisiologica adulta en los agaves, y determinan su abundancia en el jugo
después de haber sido sometidos a un proceso de hidrélisis por coccién. Durante la caracterizacion
fitoquimica de los extractos, también se decidio estudiar la composicién de los carbohidratos
mediante cromatografia en capa fina (TLC), y su respectiva cuantificacion de los azucares reductores
disponibles en la bebida, este dato provee un valor aproximado de la concentracién y tipo de

carbohidratos (respecto al grado de polimerizacion) presentes en las muestras.

Obtenciéon y rendiminiento de los extractos hidrolizados

En la tabla 1 se agrupan los sitios de colectas en los dos municipios y los rendimientos de jugo
que es posible obtener después de haber sido hidrolizados. Durante el analisis se incorporaron seis
especies de agave que se colectaron en cinco sitios de dos municipios de Jalisco (un total de 16
plantas y un producto donado), en total se analizaron 17 extractos hidrolizados (EH) obtenidos de
agaves.

La distribucién es de la siguiente manera. Siete muestras pertenecen a Tlajomulco de Zudiga (de
las cuales tres fueron de San Miguel Cuyutlan, dos fueron obtenidas del cerro conocido como “Cerro
viejo”, uno obtenido del ITT], y el ultimo de una plantacién comun). Las otras nueve muestras
fueron obtenidas en su estado silvestre en el municipio de Mascota (estas dltimas, plantas silvestres
a las que se les corto la inflorecencia mismas que son destinadas para elaboracion de raicilla).

En la tabla 1 también se agrupan los datos generales tomados de las muestras sometidas al
analisis, se observa el numero progresivo asignado, el sitio de colecta (ver punto 4.1 para
coordenadas exactas), la especie y una edad aproximada de la planta dato que fue obtenido por los
productores de cada region. Se reporta un promedio de la longitud y peso de las hojas colectadas
(un minimo de 3), y por ultimo la cantidad del EH que se obtuvo después de someter a hidrolisis
las pencas (valor expresado en L) y el rendimiento en porcentaje (valor obtenido dividiendo el peso
de la hoja y el volumen de liquido obtenido). El criterio para homogenizar la colecta de las pencas
de agaves, fue considerando que todas las hojas fueran obtenidas de la parte central de la roseta de

cada planta visitada.
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En la tabla 1 se obtiene el rendimiento de los jugos hidrolizados. El contenido de agua en las
hojas varia entre un 25.6 % a 78.2 %, las especies que presentaron el menor y mayor porcentaje
tueron Agave americana y A. maximiliana, respectivamente. El rendimiento que se puede obtener de
jugo hidrolizado es variante entre especies, el volumen minimo de 0.28 L para muestra 16
correspondiente para A. rhodacantha y el maximo es de 2.05 L para la Muestra 16 que pertenece
para A. salmiana. Debido a una gran cantidad de fibra especificamente en A. fequilana, fue a la tinica
muestra que se se le agregd agua destilada para poder obtener muestra de jugo.

Los valores mas bajos en cuanto a rendimiento de jugo corresponden a la muestra 1 y 15
probablemente por la edad de la planta, ambas con 12 afios. Caso contrario con la muestra 12, que
fue la que presento el mayor porcentaje de jugo, llegando hasta 56.6 %. En general, se observa una
disminucién de peso en plantas con mayor edad, esto influencia los rendimiento en la obtencién de
jugo potencialmente comercializado aunado a que llevan un proceso térmico al que son sometidas.

Existe variacion intra e inter especis, debido a la edad fisiolégica, a que las condiciones de clima
varfan entre las regiones por el contenido de agua en los tejidos (temporada de lluvia o sequia)
cantidad de fibras, demandas energéticas, o nutricién de la planta.

Tabla 1. Clasificaciéon y caracteristicas de los agaves colectados.

Muestra  Sitio de Especie de Edad Hoja* Rendimiento EH
Colecta Agave
™) (anos)  Longitud (cm) Peso (kg) L %
1 SM.C.  salmiana 12 93 1.460 0.39 26.0
2 SM.C.  salmiana 10 85 0.80 0.38 47.5
3 SM.C salmiana 10 108 1.57 0.51 32.8
4 CVT salmiana 12 118 1.61 0.51 31.0
5 CVT maximiliana 10 122 2.30 1.80 78.2
6 ITT americana 6 117 1.95 0.50 25.6
7 HEU tequilana 5 106 0.38 0.12 31.5
8 MCT salmiana 10 155 3.14 2.05 65.2
9 MCT inaequidens 10 122 1.37 0.49 35.7
10 MCT inaequidens 10 96 0.98 050 51.5
11 MCT maximiliana 10 90 0.83 0.25 30.1
12 MCT maximiliana 8 108 1.06 0.61 56.6
13 MCT inaequidens 10 105 1.26 0.60 48.0
14 MCT Rhodacantha?? 13 135 1.42 0.50 35.2
15 MCT inaequidens 12 122 1.99 0.59 29.6
16 MCT rhodacantha 10 85 0.78 0.28 35.8
17+* MCT N.L N.L N.L N.L 1.00 -

Las colectas fueron realizadas en dos municipios de Jalisco. Abreviaturas: SMC= San Miguel Cuyutlan, I'TT= Instituto
Tecnolégico de Tlajomulco, HEU= Hacienda Eucaliptos, MCT= Mascota, E.H.= Extracto hidrolizado, y N.I.= sin
informacién. Durante la colecta de las hojas, la planta M4 fue la Gnica que presentaba inflorescencia.

Debido que la muestra M7 no liber6 jugo, se le agregd agua destilada para obtener el EH, misma relacién peso/volumen.
*Los valores reportados de longitud y peso son promedios de tres a seis pencas colectas.

**M17: Muestra que corresponde a la donacién por un productor de raicilla que obtuvo artesanalmente en hornos de
mamposterfa y forma parte de un lote de bebidas que comercializa.
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Resultados de la investigacion
En la tabla 2 se reportan los valores de fitoquimos y azucares reductores cuantificados por
métodos de espectrofotometria de cada grupo de metabolitos secundarios (MS) de interés para esta
investigacion. En este proyecto la metodologia para la obtenciéon de los extractos evaluados difiere
con las practicas tradicionales de maceracién o por reflujos con solventes para su obtencién, los
resultados obtenidos se comparan con reportes de especies de agaves que en su mayoria conservan

los sistemas normales de extraccion, e inclusive con datos de plantas en etapas jovenes.

En este trabajo se observé una variabilidad intra e inter especifica de los diveros extractos
sometidos al analisis fitoquimicos (ver tabla 2), y los resultados de cuantificacion arrojan diferentes

concentraciones de compuestos para los extractos hidrolizados (EH).

Respecto al perfil de carbohidratos las bebidas fueron analizadas por TLC (ver figura 2 A) y una
respectiva cuantificacién de azucares reductores por el método colorimétrico DNS (tabla 2).
Mediante el perfil desarrollado en el TLC, en general se identifican carbohidratos simples como
glucosa (g), fructosa (f) y sacarosa (s), en menor medida se observa la presencia de oligosacaridos
de diferente grado de polimerizacion (GP: 3, 4 y 5). Se puede observar homologia en el tipo de
carbohidratos en las especies de los dos municipios. En la muestra 17 (hidrolizado donado por un
productor de raicilla y comerciante de la bebida), se obseva una mayor incremento de carbohidratos
en la bebida (especificamente f y s), mientras que la M8, M9 y M10 presentan una disminucioén de
los carbohidratos. La M7 presenta menor cantidad de gy £ (Agave tequilana) con un ligero incremento

de carbohidratos con un GP mayor.
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Figura 2. Perfil de monosacaridos y oligosacaridos por TLC presentes en los extractos hidrolizados.
A) Extractos hidrolizados crudos. B) Extractos que fueron precipitados con un exceso de acetona.
Los numeros (1-17) representan los EH (para mayores detalles de las especies ver tabla 1). Los
estandares incluyen Glucosa (g), Fructosa (f), Sacarosa (s), y Kestosas de diferente grado de
polimerizacion (GP3, GP4 y GP5).
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Los carbohidratos en los EH se analizaron simultineamente mediante una cuantificacion de
azucares reductores y con respecto al perfil identificado por TLC. La mayor cantidad de azuicares
reductores es para M17 (muestra del jugo donado), seguido de M6 (A. americana), M15 (A.
inaequidens) , M12 (A. maximiliana ) con 3.22, 2.02, 2.01 y 1.72 ¢/100 ml de jugo equivalentes a
glucosa. Mientras que los extractos que presentaron las mas bajas concentraciones son M5 (A.
maximiliana), M3 (A. salmiana), M14 (A. rhodacantha) con 0.52, 0.78, 0.94 ¢/100ml de jugo

respectivamente.

En el TLC desarrollado se identifican los principales carbohidratos presentes en la bebida (ver
figura 2, insciso A). Se determiné que el hidrolizado es rico en azicares (monosacaridos como
glucosa y fructosa, y disacaricos como sacarosa) y por la facilidad de fermentar se recomienda
conservarlo en congelacion para prolongar su disposiciéon de consumo. En la figura 2 B, se anexa
el TLC de los extractos de agaves que fueron precipitados por un exceso de acetona y se observa

una ligera presencia de carbohidratos después de haber sido precipitados.

Continuando con el analisis de los resultados obtenidos del perfil fitoquimico, en la tabla 2 se
reportan las concentraciones para cada metabolito cuantificado presente en 100 ml de bebida. Los

EH de pencas de agaves mostraron valores diferentes en las cuantificaciones del perfil.

En términos generales con respecto a la presencia de fenoles, en los tejidos foliares de los agaves
se observaron diferencias muy marcadas. Por el método de Folin Ciocalteu se determinaron los
fenoles totales (FT), y los valores que se reportan son equivalentes a acido galico (AG) esto mediante
la preparacion previa de una curva de calibracién con concentraciones conocidas del analogo
sintético. Los valores entre las dos regiones oscilaron entre 291 y 84.3 mg/100 ml de jugo valores

para M6 (A. americana) y para M5 (A. maximiliana) respectivamente.

Las plantas obtenidas de Mascota (A. inaequidens, A. maximiliana, A. rhodacanthay A. salmiana con
edades entre 8 y 13 afios) mostraron una mayor similitud respecto a la concentracién de fenoles con
valores entre 110 y 187 mg/100 ml, y dentro de estas la muestra 14 presentd la mayor concentracion
con 187 mg/100 ml que corresponde a A. rhodancatha. Con respecto a las plantas de Tlajomulco las
concentraciones presentaron mayor variabilidad, es decit, desde 84 hasta 291 mg/100 ml de jugo
hidrolizado, siendo el A. maximiliana el de menor A. americana el de mayor concentracion.

El orden descendiente de los extracto que presentan un mayor indice para fenoles es para: M0,

M7, M14, M1y M17 con 291, 194, 187, 175 y 150 mg/100 ml, siendo el A. americana el que present6
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mayor cantidad, mientras que la muestra 2 y 5 las mas bajas con 84.3 y 86 mg/100 ml las cuales se
pueden confirmar por un menor color desarrollado en las placas de TLC (ver figura 3B).

También se determino la presencia de saponinas y sapogeninas por pruebas colorimétricas. Para
determinar la mayor presencia de saponinas y seleccionar las muestra de agave con mayor
concentraciéon se eligieron mediante una lectura en espectrofotométrico de acuerdo al protocolo
reportado por Hiai et al. (1976). La muestra 1, 7, 9 y 17 que corresponden para A. salmiana, A.
tequilana, A. inaequidens y la muestra donada por el productor de raicilla. En la figura 3E se puede
detectar un incremento en coloracion con estas muestras. Respecto a las sapogeninas esteroidales,
los valores detectados que se comparan con el analogo sintético diosgenina se encuentran entre 0.07
y 4.37 mg ED/100 ml de jugo. Las muestras que presentaron una mayor cantidad es de 4.37, 3.16,
2.23y 1.93 para la muestra 1, 4, 14 y 17 mientras que las muestras mas bajas son de 0.07, 0.10, 0.14
para las muestras 2, 15 y 16. Respecto a los agaves de Mascota, presentaron concentraciones bajas,
a excepcion de la muestra 14 y 17, esta ultima corresponde a la muestra donada para este estudio.
En cambio, las plantas de Tlajomulco presentaron concentraciones superiores. En la figura 3 se
pueden observar fotografias tomadas a las microplacas que son representativas de los ensayos
colorimétricos desarrollados en este estudio, los incisos A-E corresponde a los extractos crudos

hidrolizados de agaves, y los incisos F y G son la cuantificacion de las muestras precipitadas.

Tabla 2. Cuantificacion del perfil fitoquimico y azucares reductores de jugos hidrolizados de agave.

Muestra  Fenoles totales Sapogeninas Azucares reductores Saponinas
mgEAG/100 ml mgED /100 ml gEG/ 100 ml

1 1751242 h 4.37+0.02 k 0.9740.05 ef ++
2 86.020.76 a 0.07+0.01 a 1.00+0.02 f +

3 117£0.22 ¢ 1.16£0.02 £ 0.7840.03 ¢ +

4 119£0.16 «d 3.1620.02 1.27£0.05 h +

5 84.310.40 a 0.14%0.005 b 0.52+0.02 a +

6 291+1.68 k 1.21£0.02 ¢ 2.02+0.07 k +

7 194£2.01 j 0.55%0.01¢ 0.85%0.05 cd +++
8 14240.21 £ 0.15+0.003 bc 0.65+0.02 b +

9 148+0.49 fg 0.31+£0.02d 1.60£0.05 i ++
10 135+0.39 ¢ 0.29+0.01d 1.1410.02 ¢ +

11 116£0.19 be 0.30+0.02d 1.31£0.04 h +

12 13240.33 ¢ 0.19£0.01c 1.72£0.04 j +

13 146£0.67 fg 0.16£0.01 be 1.71£0.01 j +

14 187£0.61 i 1.9310.04 h 0.94+0.02 ef +

15 124£0.83 d 0.10£0.008 a 2.01+0.04 k +

16 110£0.41 b 0.14£0.005 be 0.9240.02 de +

17 150£5.77 ¢ 2.23+0.06 i 3.2240.07 1 +++

Las nomenclatura 1 al 17 corresponden a muestras de los jugos hidrolizados de pencas de agave, para mayores detalles
ver Tabla 1. La cuantificacién de fitoquimicos se expresa en valores por cada 100 ml de jugo en los extractos
hidrolizados. Abreviaturas donde EAG (equivalentes acido galico), ED (equivalentes diosgenina) y EG (equivalentes
glucosa). La presencia de saponinas se determiné por un perfil cualitativo en presencia. (+) Poca. (++) Mediana. (+++)
Bastante. Los datos son la media de tres mediciones y se expresan con su respectiva desviacion estandar.
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8 2

Figura 3. Fotogra microplacas UV con los diferentes
analisis de los extractos hidrolizados de agaves, chilcuague y parota. A 'y G) Azucares reductores
por DNS. B y F) Polifenoles totales por Folin-Cioucalteu. C) Actividad antioxidante por DPPH.
D) Sapogeninas esteroidales. E) Saponinas Totales. Los numero que se incluyen en cada imagen
corresponden a los extractos hidrolizados de agaves, para un mayor detalle revisar la tabla 1. El
analisis de cada extracto fue realizado por triplicado. Abriviaturas: H.L. Heliopsis longipes, P.C. Parota
Colima, y P.M. Parota Michoacan. En las figuras A, B, D, E, F y G a2 un mayor cambio en intensidad
del color, representa una mayor concentraciéon para el extracto evaluado, en cambio en la figura C,
a menor decoloracion del radical DPPH indica mayor actividad antioxidante de la muestra.
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La figura 4 representa el perfil espectrofotométrico medido en espectrofotometro desde 450
hasta 700 nm para el ensayo de deteccién de saponinas. Como criterio de seleccion se tomaron las
mayores absorbancias relativas para cada extracto después de aplicar el método, indicando mayor
abundancia de estos compuestos. El incremento en absorbancia relativa esta asociado a un
incremento visual detectable en la prueba colorimétrica evaluada (ver Figura 3E) y en la tabla 2 se
agrupan con base en un valor ponderado en relacion a su presencia como (+) Poca, (++) Mediana

y (+++) Abundandte

2.59

2.04 Muestras de agaves
— ]
—

- 9

== CTRL

Absorbancia relativa

450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 4. Perfil espectrofotométrico (450 a 700 nm) de saponinas totales presentes en extractos
hidrolizados de agaves. En color se resaltan las muestras de agaves que presentaron mayor
absorbancia relativa indicando una mayor concentracion de saponinas. Para mayores detalles de la
metodologia, revisar el punto 4.2 seccién estimacion de saponinas. El CTRL (control) corresponde
a el solvente utilizado para las soluciones.
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En la tabla 3 se representan los valores de actividad antioxidante de los extractos crudos de agaves
equivalente a un mililitro. Las muestras 1, 9 y 14 presentaron la mayor capacidad de inhibir el radical
DPPH (150 uM) con valores de 6.19, 6.33 y 7.83. Los jugos que presentan la menor actividad son
la muestra 3 y 4 con 3.81 y 3.97. La M14 present6 la mayor actividad antioxidante y es la Gnica

especie en este estudio que presentaba inflorescencia.

Tabla 3. Actividad antioxidante por DPPH de extractos hidrolizados de agaves.

Muestra Actividad antioxidante l

DPPH
6191039 ¢
38140172

3.9740.09 ab
4334033 od
4.03%0.06 abc
5424011 f
4.63%0.09 bed
4471043 d
6.33%0.06 g
4431004 d
4.40%0.14 d
4.89+0.36 ¢
13 435%0.64d
14 7.83+0.11h
15 4.80+0.14¢
16 4.28+027cd
17 480038 ¢

SOV W DN =

[N
N =S

Los resultados globales de fitoquimicos indican que los extractos hidrolizados después de ser
sometidos a procesos térmicos poseen compuestos provenientes del metabolismo secundario, estos
resultados concuerdan con reportes previos en agaves (Hamissa et al., 2000; Santos-Zea et al 2016b),
y mediante TLC se identificaron en la bebida carbohidratos que en su mayoria corresponde a
glucosa, fructosa y sacarosa.

La cuantificacion de fitoquimicos permitio la reduccién del nimero de muestras para seleccionar
los EH de agaves con mayor concentraciéon de grupos de compuestos de interés para su postetrior

evaluacion biolégica y los cuales se muestran el el siguiente cuadro
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En la tabla 4 se reporta el valor del pH de las bebidas antes de liofilizar, se les midi6 el pH con
un potenciometro y las bebidas se encuentran en un rango entre 4.63 y 5.18, mientras que para los

de parota de 5.05 y 5.06.
Tabla 4. Valores de pH en jugos de agaves y de parota.

Muestra pH
1 5.18
4 5.05
6 4.79
7 4.63
14 4.86
17 4.69
H. L N.L
P.M. 5.05
P.C. 5.06

N.I.= Sin informacién.
Con base en los resultados de las cuantificaciones realizadas, en la Tabla 5 se comparan en orden

decreciente (es decir, de mayor a menor) los agaves seleccionados por una mayor acumulacion de
compuestos de interés para este proyecto, los cuales incluyen saponininas, fenoles y antioxidantes.
De las 17 muestras iniciales, los agaves identificados con el numero 1, 4, 6, 7, 14 y 17 fueron
seleccionadas para ser evaludas en los ensayos biolégicos. L.a muestra 1, 4, 6 y 7 corresponden a
Tlajomulco mientras que la 14 y 17 a Mascota Jaliso, y a continuacién se describen por separado
como se agruparon.

La muestra 1 presenté la mayor cantidad de sapogeninas y el tercer puesto con saponinas,
mientras que la muestra 4 sélo destacd por ser la segunda planta con mayor acumulacion de
sapogeninas y es la unica planta analizada en este estudio que aun conservaba la inflorescencia.

En la muestra 6 se present6 la mayor cantidad de fenoles y la segunda con mayor cantidad de
azucares reductores, mientras que en la muestra 7, present6 el segundo lugar de fenoles y saponinas.

La muestra 14, presento la mayor capacidad antioxidante y ocupa el tercer puesto en acumulacion
de fenoles. En la muestra 17, se observd un incremento sobresaliente en el contenido de azucares

reductores, saponinas y sapogeninas con primero, primero y tercer lugar en la agrupacion.

Tabla 5. Relacion de las principales muestras de agave seleccionadas por un mayor contenido de
fitoquimicos y actividad antioxidante.

Prueba realizada Otrden decreciente
1ro 2do 3ro
Azucares reductores 17 6 15
Fenoles totales 6 7 14
Actividad antioxidante 14 9 5
Saponinas 17 7 1
Sapogeninas 1 4 17
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En la figura 5 se pueden observar fotografias ilustrativas tomadas a las plantas en su estado silvestre
que fueron visitadas para realizar las colectas de pencas. La muestra 4, fue la unica planta sometida
que presentaba inflorescencia intacta. En la figura se anexa el producto donado (muestra 17) para
su analisis y que es comercializado en la zona productora de raicilla en Mascota Jalisco. Con este
sistema de escrutinio se realizé con la intencién de enriquecer los extractos crudos con grupo de

metabolitos de interés para aumentar las probabilidades de presentar una actividad biolégica sobre

las células evaluadas.

Figura 5. Plantas de agaves en su estado silvestre empleadas para su evaluaciéon en modelo
biolégico.

Las plantas que se muestran en la figura (correspondientes a las muestra 1, 4, 6, 7, 14, y jugo donado
que se le asigné el numero 17) fueron seleccionadas por presentar una mayor concentracion de
fitoquimicos y actividad antioxidante. Las fotografias son representativas de las plantas en su estado
silvestre de las cuales se obtuvieron las hojas y los extractos fueron evaluados en ensayos biologicos.
Fotografias: fuente propia.

e
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Discusién de resultados

Variacion en el contenido de carbohidratos y fitoquimicos

¢A qué se debe que los perfiles en este estudio varien?. Las plantas estan sujetas a cambios
fisiolégicos constantes durante su vida, y en los diferentes érganos del agave no es la excepcion.
Con respecto a la acumulacién de carbohidratos y compuestos quimicos provenientes del
metabolismo secundario se experimentan cambios bioquimicos que estan asociados a diversas
condiciones naturales. En los primeros intentos por descubrir la adaptabilidad de los agaves a climas
adversos, Nobel (1977) analiz6 la relacion del suministro de agua durante la maduracién del Agave
deserti y cuantificé el peso de las hojas observando un decremento en peso acompafiado de su
muerte.

En un estudio mas reciente, Pinos-Rodriguez et al. (2008) también estudiaron el efecto de la
edad en la composicion quimica (materia seca, materia organica, proteina cruda y carbohidratos
solubles) de las hojas de A. salmiana alos 12 afios de edad (etapa joven), 14 (etapa intermedia) y 16
(etapa adulta). Se determiné un mayor contenido de saponinas en la etapa adulta (11.1 g/kg materia
seca) y de proteina cruda en etapa joven (48 g/kg materia seca), mientras que los carbohidratos
solubles incrementan en la etapa intermedia (358 g/kg materia seca). Estos reportes confirman
cambios fisiolgicos que influencian la composicién quimica de los agaves, y estan asociados a la
etapa fisiologica y necesidades energéticas en las que se encuentran.

En este estudio, las muestras colectadas incluso en edades similares presentan pesos foliares y
composicion quimica diferentes. El peso de las hojas varia ocasionado quiza por diferencias en el
contenido de agua y fibras que conforman la estructura natural de cada hoja. El medio ambiente y
condiciones de nutriciéon también desempefan un papel crucial, dond van acompafiados de las
precipitaciones anuales y condiciones ambientales a las que estaban sujetas las plantas.

Hablando en términos de rendimiento de producto hidrolizado, se encontrd que la planta con
la mayor obtencion corresponde para A. salmiana alcanzando hasta 2.05 L, debido a que presenta
hojas mas suculentas que el resto acumulando mayor cantidad de agua, mientras que las
pertenecientes a A. inaequidens, A. maximiliana, y A. rbodacantha, especies utilizadas para producir

raicilla obteniendo volumen son bajos.
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Para obtener datos mas precisos del comportamiento fisiologico de los agaves, diversos
experimentos han sido desarrollados en cultivo 7z vitro de tejidos vegetales sometiendo a diversos
tipos de estrés a las plantas con la finalidad de enriquecer los tejidos foliares manteniendo
condiciones especificas de crecimiento para evaluar el comportamiento fisiolégico bajo diferentes
condiciones simuladas.

Las especies mas estudiadas dentro del género son A. salmiana 'y A. tequilana por la importancia
econémica que representan. Las principales moléculas objetivo son el comportamiento foliar de
carbohidratos, saponinas, fenoles o compuestos bioactivos especificos. La respuesta fisiologica
entre especies varfa considerablemente bajo la misma situacién de estrés y estos ensayos proveen
un panorama del comportamiento intra e inter especifico de los agaves en etapas tempranas de vida.
Por ejemplo, en un estudio reciente desarrollado por Suarez-Gonzalez et al. (2016) evaluan
condiciones de estrés abidtico en A. salmiana para analizar la biosintesis de fructanos.

En nuestro estudio los resultados que se obtienen del perfil de carbohidratos por TLC en las
muestras de agaves comparten homologia, existiendo una minima variabilidad en el tipo de
carbohidratos identificados en los EH. Michel-Cuello et al. (2008) demostraron que los
carbohidratos de agave (fructanos) bajo condiciones de hidrélisis por procesos térmicos liberan
generalmente una mayor cantidad de fructosa por las unidades de que los conforman.

Por otra parte, trabajos en serie por Puente-Garza et al. dan seguimiento al perfil de metabolitos
secundarios en plantulas por cultivo 7 vitro empleando A. salmiana.

Especificamente, Puente-Garza et al. (2015) utilizan A. salmiana para la producciéon de
antioxidantes y principios bioactivos comparando extractos acuosos y metanolicos de plantas 7 vitro
(PI), plantas aclimatadas (PA) y con plantas silvestres (PS). En el caso de los carbohidratos, las
plantas 7z vitro presentaron 50 % menos aztcares solubles comparadas con PA y PS (64, 127 y 129
mg equivalentes sacarosa/g peso seco respectivamente). Se observd un incremento en un 30% en
los acidos fendlicos en PIy PA frente a PS (11.8, 10.8 y 7.0 mg acido galico/g peso seco). Mientras
que el contenido de saponinas en PI y PA fue superior por 36 y 25 veces comparado con PS (2.1,
77.1 y 63.3 mg/Equivalentes a protodioscina g peso seco respectivamente). Para el caso de la
actividad antioxidante también se observé un incremento tres veces en PI respecto con los demas
tratamientos (PI=369 pM/ET g peso seco, PA=184 uM y PS=146 UM respectivamente).

En un estudio similar, Puente-Garza et al. (2017) evaluan polietilenglicol (PEG 0, 10, 20 y 30%
p/v) con la finalidad de incrementar fenoles, flavonoles, saponinas y actividad antioxidante para

realizar una comparacién de su efecto con plantas silvestres de .A. salmiana. Los cambios
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morfolégicos en longitud de raiz y color de las hojas fue observada, y una variacién sin significancia
en el petfil de 3 4cidos fendlicos de 5.06 a 3.85 mg EAG/g peso seco, de los cuales los flavonoles
fueron de 1.7 y 0.4 mg/g. Las saponinas fueron significativamente diferentes, el tratamiento con 30
% mostrd el mayor incremento con 171.45 mg/g peso seco, generando una acumulacion de 22

veces mas comparado con el control. Con respecto a la actividad antioxidante también fue detectada
una variacion, el tratamiento control posee 63 uM ET/g peso seco, seguido de 10 y 20 % con
534 uM/g y 575 uM/g respectivamente. Mientras que el tratamiento que incluye un 30 % la

actividad fue de 976 uM/g. Estas condiciones de estrés generan incrementos que equivale a 8,9y
16 veces mas comparado con el tratamiento control. En este reporte se observo que la actividad
antioxidante se correlacioné positivamente con el contenido total de saponinas (r=0.874, p=0.001),
indicando que dicha actividad no es exclusiva del grupo de polifenoles a los que normalmente esta
asociada, caso contrario con el reporte previamente descrito. Puente-Garza et al. (2017a) también
determinaron que la concentraciéon de flavonoles y saponinas en tejidos foliares de A. salmiana
obtenidos bajo condiciones iz vitro es mayor comparado con plantas silvestres.

Comparando la informaciéon obtenida en las ultimas tres investigaciones mencionadas que
emplean unicamente plantas de A. salmiana en etapas jovenes, en nuestro estudio al incluir 17
extractos observamos que la acumulacién de metaboitos secundarios e hidratos de carbono fue
diferente. Se vuelve complejo dar un analisis tan detallo, esto debido a que son diferentes especies
con edad diferente y que crecieron en condiciones ambientales silvestres. Estas diferencias estan
probablemente asociadas a respuestas bioquimicas naturales, acumulando diferentes
concentraciones de moléculas en los tejidos vegetales, lo que dificulta dar una tendencia similar
incluso dentro de las mismas especies.

En este estudio las correlaciones indican que para capacidad antioxidante con los fenoles es de
r=0.42, capacidad antioxidante y sapogeninas r=0.41, azdcares reductores y fenoles r=0.22,
azucares reductores y sapogeninas es de r=0.11, y por ultimo azicares redutores y antioxidante
r=0.10. Detectamos que la mayor correlaciéon obtenida fue para fenoles respecto a capacidad
antioxidante con 0.42, valor menor al citado previamente por Puente-Garza et al (2007).

En los resultados plasmados en la tabla 2, podemos identificar de manera general que las
extractos de hojas contienen una importante cantidad de fenoles totales, aztcares reductores y
sapogeninas. Analizando especificamente la muestra 17 que es el producto que se obtiene de manera
artesanal, destacé por sobresalir en los cuatro grupos de moléculas analizada en este estudio, a

diferencia de los tiempos cortos de hidrélisis simulados en laboratorio frente a las 15 horas que
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permanecen en los hornos de mampoteria esto arroja una mayor liberacion de estas moléculas, lo
que favorece una mayor cantidad en el producto comercializado.
Efecto del tratamiento térmico sobre el perfil de carbohidratos

La finalidad primordial del metabolismo primario de los agaves es la sintesis de carbohidratos y
de estos, los fructanos representan un contenido por encima del 60 % en peso seco de los tejidos,
los cuales contienen una mezcla heterogenea compleja de carbohidratos con un alto porcentaje de
fructooligosacaridos (Lopez y Mancilla-Margalli, 2007). Las hojas son el tejido donde se sintetizan
y almacenan fructanos en diferente grado de polimerizacién y la gran mayoria de estos son
transportados a la pifia en un grado de polimerizacién mayor, siendo el 6rgano con mayor valor
industrial.

Las muestras hidrolizadas en este trabajo presentaron una tonalidad café turbia (ver figura 1,
incisos G) y H)) probablemente asociado por la generacion de la Reaccion de Maillard. En la figura
2, se puede observar que al hidrolizar los jugos una mayor cantidad de G, F y S es liberada al jugo.
Para la obtencién de productos alcohdlicos de agaves se necesita de un proceso térmico, y en esta
investigacion los EH fueron sometidos a temperaturas elevadas para obtener el jugo y simular los
procesos artesanales que utilizan normalmente para comercializarlo.

El trabajo que mas se acerca a la metodologia seguida a este reporte es el desarrollado por Mufiz-
Marquez et al. (2015), en el cual analizaron la influencia del efecto térmico por esterilizacion (15
libras a 121°C durante 15 min) en la composicion fisicoquimica de los azucares del jarabe de A.
salmiana para la posterior elaboracion de pulque, y en conjunto por TLC analizan el comportamiento
antes y después de esterilizar la bebida. El TLC obtenido en esta investigacion difiere con los
resultados reportados por este autor, principalmente sobre el contenido de sacarosa. Después de
esterilizar el jarabe de agave (mismas condiciones que en este estudio) se observaron un incremento
significativo en la concentracion de sacarosa por TLC y comprobado por cromatografia de alta
resolucion. También se observé un incremento normal de glucosa y fructosa después de esterilizar
y la pérdida de fructanos tipo inulina después de someter a esterilizacion los jarabes y un incremento
en el contenido de azicares totales (de 102.88 £ 2.66 a 108.64 = 7.78 g/L) y azicates reductores
por método Fehling (33.33 £ 2.38 y 47.25 £ 3.40 g/L) en muestras sin y con proceso de esterilizado.
Los azicares reductores cuantificados en este estudio son similiares con los del jarabe de agave, la
muestra 17 present6 la mayor concentracion, aproximadamente 32 g/L, muestra donada por el
productor de raicilla asociado quiza a un tiempo mayor de exposicion al proceso térmico. Por otra

parte, en el caso del jarabe el contenido de lipidos, sélidos totales, grados brix y densidad mostraron
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un efecto contrario (disminucién después de esterilizar), respecto a los azucares reductores. En el
caso del pH el valor oscila entre 4.9 y después de fermentar desciende a 3.7-3.9.

La sacarosa es el primer disacarido hidrolizado por las plantas cuando requieren energfa (Michel-
Cuello et al., 2008). En este estudio no fueron analizadas las hojas antes de esterilizar, sin embargo,
por medio del TLC se puede observar una considerable concentracién de este disacarido (con
excepcion de la muestras 8 y 10 que corresponden a A. salmiana y A. inaequidens con 10 afios de
edad). Si bien, son productos obtenidos de diferente tejido del agave (hojas y jarabe) se observa por
TLC una mayor cantidad de oligosacaridos en la bebida y en cuanto a G, F, y S valores similares,
estos datos difieren aunque hayan sido muestras que fueron sometidas al mismo tratamiento de
esterilizado. Se debe considerar que el incremento de estos fructooligosacaridos sea probablemente
porque los azicares sean de menor Grado de Plimerizacion (GP) en aguamiel ya que llegan en su
mayoria hidrolizados, mientras que la presencia en las hojas es porque ahi son sintetizados. Es
importante resaltar que en nuestro estudio 15 de las 16 plantas muestreadas no presentaban
inflorencia, a excepcion de la muestra 4. Sin embargo, mediante el TLC (figura 2A) no se mostraron
diferencias marcadas.

En otro estudio similar, se realizé un seguimiento a los componentes de A. salmiana Otto ex
Salm-Dick por el efecto térmico. Zamora et al. (2010) analizaron el comportamiento de los azicares
y saponinas durante el tratamiento a las pifias de agaves para la producciéon de mezcal. Empleando
un rango de temperatura de 50 y 80 °C, desde 3 hasta 30 horas (temperaturas inferiores que las
utilizadas en este estudio), dando seguimeinto al pH, solidos totales y abundancia de saponinas. Con
relacién al pH comenzaron con valores entre 5.4 y durante la hora 3 hasta las 30 permaneci6 en 4.8,
mientras que el porcentaje de los azucares reductores también tienden a incrementar conforme mas
tiempo permanecen en coccion de 1 hasta 5 %. Michel-Cuello et al., (2008) reportaron que los
mayores constituyentes son fructosa (~48 y ~80 mg/ml) y glucosa (~20 y ~30 mg/ml) cuando
someten a 80°C jugo de agave durante 30 h.

Quiza, un incremento en el contenido de azucares reductores en los EH se hubiera dado si las
hojas permanecieran durante un mayor tiempo en el proceso de esterilizacion. Con relaciéon a la
época de colecta de las hojas, quiza los datos obtenidos presentan un incremento debido a que
durante el periodo de sequia ocasionado por estrés hidrico. En el caso particular de la muestra 17
(ver figura 2A), se observa un incremento en la concentracién de azicares reductores, especialmente

fructosa por la manchas desarrollada en TLC, estos se debe probablemente a que durante la
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obtencion de la bebida por una mayor temperatura de calor alcanzada y tiempo de exposicion en
los hornos de mamposteria (15 horas) donde se hidrolizan una mayor cantidad de carbohidratos.

Los valores de pH son similares de las bebidas de EH con los ensayos de acurdo a los reportados
por Mancilla-Margalli y Lopez (2002). En su estudio, al .A. zequilana le dan seguimiento a la
formacién de compuestos fermentables que dan lugar a compuestos en la generacion de reaccion
de Maillard, y se reportan valores de pH aproximados entre 4.5 y 5.0 valor que decrementa durante
el cocimiento de A. #equilana durante la elaboracion de tequila. Explican que este decremento se da
probablemente por la formacién de acidos organicos en las muestras, incremento de furanos,
piranos, aldehidos, compuestos nitrogenados y sulforados durante el tratamiento, o estan
ocasionados a una incapacidad de los grupos amino de actuar como bases cuando los compuestos
amino han reaccionado. Los valores obtenidos se generan por someter los agaves durante 4 a 32
horas y por consecuencia la absorbancia (lecturas a 490 nm) de la bebida incrementa gradualmente
de ~0.26 hasta ~0.42, caracteristica normal de la formacion de la reaccién de Maillard. También
observaron presencia de azucares reductores y un incremento considerablemente con respecto a
los demas articulos citados, aproximadamente 410 mg/ml de aztcares reductores con un
incremento exponencial después de las 10 horas, mientras que este estudio el A. zeguilana mostrd
510 mg/100 ml, valor muy inferior resaltando que son valores perteneciente s tejidos diferentes,
pifia y hoja respectivamente.

Para un mayor conociemiento de la composicion de la bebida, se recomienda evaluar
quimicamente la formacién de compuestos durante la hidrolsisi de las pencas de agaves, dando
seguimiento en la composicion de aldehidos, cetonas, compuestos aromaticos y volatiles, terpenos,
piranos, compuestos sulfurados o nitrogenados, correlacionando el contenido de azucares (totales
y reductores) con los ° Brix.

La temperatura utilizada para la obtencion de la bebida analizada en esta investigacion es supetior
a la utilizada por otros reportes, y por tal motivo los carbohidratos solubles a los extractos a evaluar
incrementé. La intencién de analizar la presencia de carbohidratos en los extractos precipitados con
saponinas fue para evaluar si la presencia de un alto contenido de carbohidratos podria interferir en
los ensayos biologicos. Ademas la finalidad de este paso fue para enriquecer los extractos con una
mayor concentracién de saponinas, en la figura 2B se anexa una placa de TLC de los extractos

precipitados en la cual no se observan carbohidratos en las muestras.
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Perfil fitoquimico y actividad antioxidante

Con la finalidad de abordar las diferentes variantes metodoldgicas y resultados obtenidos en los
reportes cientificos, Cordell (2014) explica los diversos mitos generados con relaciéon a la
funcionalidad biol6gica de los compuestos obtenidos de plantas tanto aplicados en la medicina
tradicional y de los compuestos aislados en laboratorio. La revolucién en la fitoquimica es constante
y eventualmente surgen nuevas técnicas para el tratamiento de los productos naturales. Cordell
aborda diversos temas relacionados con la comparacion entre plantas silvestres si es que son mas
efectivas que las cultivadas, o si el efecto bioldgico depende de la parte evaluada de la planta, incluso
una posible pérdida de actividad de los compuestos obtenidos de plantas adultas, entre otras. En
conjunto, todas estas situaciones buscan asociar un comportamiento general y potencializar las
propiedades bioldgicas o quimicas de los tejidos vegetales en sus diferentes etapas fisiologicas, o

durante los metodologias de preparacion y consumo de las plantas.

Contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos forman parte de los constituyentes quimicos de frutas, vegetales,
bebidas (té, café, cerveza), hierbas y especias, su consumo frecuente representa importantes
beneficios para la salud y el consumo diario recomendado por persona es equivalente a 1 gramo.
Los beneficios van acompafiados con efectos protectores del ataque por especies reactivas de
oxigeno, actividad prooxidante, efecto sinérgico con otros fitoquimicos, entre otros (Shahidi y
Ambigaipalan., 2015).

Los métodos espectrofotométricos son ampliamente utilizados para deteriminar
concentraciones de fitoquimicos en extractos naturales, y los fenoles en el género Agave representan
constituyentes quimicos importantes que estan distribuidos en toda la planta y su contenido puede
ser utilizado como un marcador taxonémico dentro del género (Almaraz-Abarca et al., 2013).

El A. americana es considerado por poseer la mayor cantidad de fenoles de todos los agaves,
concentraciones de 7.7 g/kg de fenoles y 2.5 g/kg pata taninos ambos en peso seco, en otro estudio
se reportan 4.49 y 1230 mg/g empleando diferentes métodos de extraccion, encontrando
flavanonas, taninos, flavonoles, flavonoides y homoisoflavonoides que presentan actividad
antioxidante z vitro (Nasti y Salem., 2012; Hamissa et al., 2012).

En nuestro estudio, como era de esperarse en el A. americana se encontrd el mayor indice de
fenoles totales, seguido del A. zequilana y A. rhodacantha. L.a comparacion directa entre las especies

de las regiones indica que para las obtenidas de Mascota no existié una diferencia muy marcada
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comparaada con las de Tlajomulco. Las plantas obtenidas en la region productora de raicilla se
colectaron entre un radio territorial aproximado a un kilémetro, y por tanto las condiciones
ambientales no son tan diferentes.

En el trabajo desarrollado por Hamissa et al. (2012) evaluaron altas temperaturas (25-150 °C),
tiempos de extracciéon (15-240 minutos), presion en reactores (1, 2 y 10 bares), y atmosfera de
nitrégeno para la extraccion eficiente de fendlicos utilizando hojas de A. americana. Con el uso de
nitrégeno incrementa el contenido de fenoles a mas de 315 % a 150 °C, comparado con el control.
El maximo contenido de fenoles y flavonoides alcanzado en 6 hr es 23.8 mg/g a 15.5 mg/g ambos
de peso seco, mientras que sin atmosfera el contenido de fenoles totales incrementa de 4.49, 4.51,
6.93 y 10.94 mg/g peso seco) conforme aumenta la temperatura (25, 50, 100 y 150 °C
respectivamente), mientras que los flavonoides permanecen constantes 0.96, 1.06, 1.08 y 1.18 mg/g
peso seco, y con atmosfera incrementa de 0.96 a 4.90 mg/g. El impacto en la capacidad antioxidante
por DPPH después de someter los compuestos a estas condiciones también fue determinado
encontrando una correlacion significativa entre los fenoles y flavonoides (R*= 0.946 y 0.961
respectivamente) sobre el radical DPPH. Esta tecnologia de altas presiones, temperaturas y tiempos
prolongados en tratamiento sugiere una alternativa para obtener una maxima cantidad de
compuestos fendlicos.

Estos valores indican el incremento de fenoles y una pérdida de flavonoides durante este
proceso, este antecedente sugiere no utilizar temperaturas mayores par evitar la pérdida de
compuestos. Seguramente las temperaturas alcanzadas en la produccién artesanal superar por
mucho 150 °C. En este estudio no se anlizaron los flavonoides para determinar su presencia.

La correlacion que se hace en este estudio como se indicaba anteriormete, se observé que los
polifenoles muestran una correlaciéon r=0.42 sobre el radical DPPH.

En este estudio la presion fue aproximada de 1 bar y el tiempo de exposion fue inferior (15 min),
probablemente la exposicion de los fenoles a este método de extracciéon son menos eficientes en

comparacion con los métodos artesanales.

49



Contenido de saponinas y sapogeninas

En general, las concentraciones detectadas de saponinas y sapogeninas por los métodos
espectrofotométricos implementados en esta investigacion son los que presentan mayores
variaciones en los jugos obtenidos. Para las plantas obtenidas de Mascota, se detectan una menor
variacion al igual como sucedi6 para fendlicos. Las muestras 2y 5 son las que se detectaron las mas
bajas cantidades de sapogeninas

Hasta la fecha, las saponinas de agave contindan ganando interés por la abundancia en los tejidos
vegetales y actividades biolégicas reportadas. Un estudio reciente conducido por Figueroa et al.
(2017) inoculan savia de A. sa/miana para ser fermentada con microorganismos aislados del suelo,
esto con la finalidad de enriquecer la cantidad de saponinas y evaluar si presentan un incremento
en actividad citotdxica de estos metabolitos sobre las lineas cancerosas de colon (Caco-2), higado
(Hep-G29) y células control (NIH-3T3), evaluando posteriormente por espectrometria de masas
los compuestos. Se determiné que el efecto de enriquecimiento varfa dependiendo del tiempo de
fermentacién, microorganismo y linea evaluada, abriendo lineas con enfasis sobre los
microorganismos que sobreviven después del tratamiento térmico y las actividades sobre los
fitoquimicos.

Debido a una variacién importante entre las dos regiones visitadas y que las colectas se
rezalizaron en época de sequia, Zamora et al. (2010) reportan la cuantificacion de sapogeninas en
plantas colectadas durante época lluviosa y época de sequia con previo tratamiento térmico y se
observa una mayor cantidad durante la época seca (aproximadamente 100 pg/ml sin mostrar
estabilidad durante el proceso de cocciéon de 3 a 30 horas), mientras que para las plantas colectadas

en temporada de lluvias fueron menores las concentraciones reportadas (aproximadamente 35
pg/ml). En nuestro estudio las colectas de plantas se realizaron en temporada de lluvias y se
encontraron concentraciones ligeramete superiores respecto a las de Zamora et al. (2010) siendo

4.37 mg/100 ml la mas alta (equivalente a 43.7 pg/ml) y la mas baja de hasta 7 pg/ml.

Reportes previos en otras plantas indican que el contenido de saponinas incrementa bajo la
influencia de condiciones ambientales como estrés hidrico a los tres meses de edad (Odjegba y
Alokolaro., 2013), mientras que en otros disminuye (Ramakrishna y Ravishankar., 2011).

El contenido de saponinas esteroidales y sapogeninas en la familia Agavaceae es ampliamente
reportada por la diversidad estructural y actividades biolégicas que desempefan (Simmons-Boyce y
Tinto., 2007). En un estudio reciente, Eskander et al. (2010) reportaron 2 nuevas estructuras para

saponinas en Agave macroacantha, mientra que Yokosuka y Mimaki (2009) determinaron un ICso
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equivalente desde 5.5 hasta 12.3 pg/ml de compuestos pertenecientes a saponinas esteroidales
obtenidas de Agave utahensis con actividad citotoxica sobre células de leucemia (HL-60)

En cuanto a la acumulaciéon de saponinas en agaves, su contenido A. sa/miana a los 16 afios de
edad es de 11.1 g/kg de materia seca segun lo reportado por Pinos-Rodriguez et al. (2008).

Recientemente, Figueredo et al. (2018) analizaron 272 plantas (de tres especies de agave) de 19
poblaciones obtenidas de diferentes municipios de Michoacan. Se determiné que el contenido de
saponinas en 4. hookeri es de 26.09 mg/g, para A. cupreata de 19.85 y 15.17 mg/g en cultivo silvestre
y cultivado, mientras que en A. inaequidens es de 14.21, 12.95 y 10.48 mg/g, en estado silvestre,
semicultivado y cultivado. Derante el analisis se identificaron 18 estructuras quimicas de saponinas
y solamente en 4. inaequidens se encontraron todas.

En el caso de A. americana’y A salmiana son ampliamente valorados por el aguamiel que acumulan,
Leal-Diaz et al., (2015) determinaron el contenido de saponinas en estado maduro e inmaduro. Los
principales compuestos identificados kamogenina, manogenina, gentrogenin y hecogeninas. El
contenido en A. salmiana fue de 478.3 ng/g comparado con A. americana de 179.0 pg/g, en ambas
especies el contenido de cada saponina identificada disminuyo conforme incrementa una madurez
sexual. Este comportamiento probablemente se de por las necesidad de proteccion que necesita, a
una etapa adulta la planta utiliza su energfa para el proceso de reproduccié lo que probablemente
genera una disminuciéon en la acumulaciéon de metabolitos secundarios. En nuestro estudio los
valores encontrados respecto a sapogeninas fue similar al reportado por Zamora et al. (2010), sin
embargo no se pudo obtener un valor numérico para darle seguimiento a este importante grupo de
MS como lo son las saponinas.

La variabilidad en el contenido de saponinas, compuestos fenolicos, actividad antiproliferativa y
propiedades fisicoquimicas y efecto terapéutico se ha detectado en los diferentes 6rganos que
confoman los agaves (Santos-Zea et al., 2016). En nuestra investigaciéon observamos una
variabilidad entre las especies y regiones, y aunque comparten climas y condiciones literalmente
similares el analisis de los grandes grupos de moléculas y su contenido de estos compuestos
quimicos acumulados en sus hojas varfa. L.a mayoria de los reportes con que se comparan estos
datos provienen de metodologias que conservan metodologias normales de extraccion, los
resultados que obtuvimos no dejan de ser interesantes, ya que el producto que se obtiene de esta
fuente es consumido por personas y se mantiene las similitudes muy marcadas en cuanto a

respuestas vegetales diferentes entre las mismas especies como lo reportan otros estudios.
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Determinacion de la capacidad antioxidante

Las bebidas o alimentos al presentar diferentes compuestos experimentan cambios a través del
tiempo y sus propiedades arganolépticas, quimicas y fisicoquimicas cambian. En el caso particular
de savia de agaves Santos-Zea et al. (2016a) analizaron el aguamiel y su efecto sobre el desarrollo
de reacciones de Maillar por la interaccion de polifenoles con aminoacidos y proteinas formando
complejos, también se dei seguimiento a los valores de pH los cuales se mantuvieron entre 4.4 y
5.0, el contenido fendlicos entre 0.56 y 1.14 mg EAG/g peso seco. Se detectd que a concentraciones
elevadas de saponinas el indice de pardeamiento fue menor, y para las muestras con menor cantidad
de saponinas el pardiamiento a las 20 semanas incremetd. Estos antecedentes nos permiten inferir
un problable comportamiento similar de la bebida obtenida de las pencas de agave, ya que
reacciones quimicas en alimentos provocan cambios en las propiedades antes mencionadas, mismos
que deben analizarse para proveer informacion al consumidor de la bebida.

El grupo de polifenoles y saponinas han presentado actividad antioxidante sobre diveros
radicales. En otro tema, se ha determinado que el contenido de fenoles y su correlaciéon con la
capacidad antioxidante en el género agave no siempre es exclusivo de los fenoles (Ahumada-Santos
et al., 2013), mientras que Puente-Garza et al. (2017) demostr6 una correlacion con el contenido de
saponinas, en el estudio de Agaves de especies silvestres de Sinaloa (A. rxedowskiana, A. impresa, A.
ornithobroma, A. schidogera'y A. angustifolia) fue de r=0.74, mientras que nuestro estudio entre fenoles
y capacidad antioxidante fue baja.

La actividad antioxidante detectada mediante el radical DPPH demuestra que la bebida debe ser
considerada como fuente de antioxidantes. Debido a la liberacion al jugo hidrolizado de multiples
moléculas con esta propiedad, posteriormente se debera profundizar en los datos. Se recomienda
aplicar protocolos diferentes (ABTS, ORAC, B-caroteno) para evaluar otros antioxidantes.

En términos general, la interpretacion de los resultados obtenidos en cuanto al comportamiento
foliar de los metabolitos secundarios se vuelve compleja, sin embargo en este primer acercamiento
con el estudio de esta bebida se documenta informacién valiosa como un antecedente cientifico que
se genera respecto a su aumulacion en los tejidos vegetales y su postetior evaluaciéon en modelos

biolbgicos.
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Resultados y discusion de la evaluacion biolégica

En este estudio el manejo de las lineas celulares y la evaluacion de actividad antiproliferativa de
los extractos sobre células fueron desarrollados por medio del ensayo MTT similares a como se
describen en trabajos previos (Rascon-Valenzuela et al., 2015; Torres-Moreno et al., 2015; Meneses-
Sagrero et al., 2017; Olivas-Aguirre et al., 2017), empleando las lineas celulares A-549, Hel.a,
RAW2064.7 y ARPE, esta ultima como control.

De manera general, los resultados obtenidos en la evaluacion bioldgica difieren con reportes de
actividad antiproliferativa, citotoxica o antiinflamatoria que se encuentran ampliamente
documentados dentro del género Agave (Bianchi y Cole 1969; Saenz et al., 2000; Yokosuka y
Mimaki 2009; Chen et al., 2011; Hernandez-Valle et al., 2014; Santos-Zea et al., 2016b, 2016¢).

Con el fin de identificar agaves silvestres con actividad biologica, de los seis extractos
hidrolizados de agaves seleccionados por presentar la mayor concentraciéon de fenoles totales,
saponinas, sapogeninas y actividad antioxidante (ver tabla 5) para evaluarse en el modelo i vitro
ninguno de estos present6 actividad antiproliferativa o antiinflamatoria.

Para determinar la viabilidad celular se utilizé el método por MTT. Después de estimular con
diferentes concentraciones de los extractos hidrolizados de agaves (50, 100, 200 y 400 pg/ml
respectivamente) no se observaron cambios en la morfologia y tampoco en la viabilidad celular de
las lineas evaluadas. Al contrario, hasta pareciera que se observa un ligero incremento en la
proliferaciéon celular de las lineas celulares, especificamente A-549 y Hella a concentraciones
mayores de 200 pg/ml.

El ensayo MTT mostré porcentajes de viabilidad celular muy similares con respecto a las células
control, y con las imagenes que se pueden observan en la figura 7.

Multiples fotografias fueron tomadas a las 0, 24 y 48 horas de haber montado los ensayos para
darle seguimiento a la morfologia de las células en contacto con los estimulos. Las fotografias
representativas fueron tomadas con la ayuda de un microscopio invertido sobre los ensayos
montados en las microplacas a las 24 hr tal y como se muestra contundentemente en la figura 7 a
las 24 horas y 48 no se obervaron cambios en ninguno de los seis agaves utilizados respecto a las

células control.
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Figura 6. Actividad antiproliferativa de extractos de Agaves sobre cuatro lineas celulares. A)
ARPE, B) A-549, C) HeLa, y D) RAW2064.7 tratados con diferentes concentraciones de los
extractos durante 48 horas. Los resultados se obtienen de los MTT realizados y se expresan como
% de viabilidad celular y son representativos de tres ensayos. En cada ensayo se utilizaron células
control a las cuales no se les aplicé estimulo.

Debido a que se pueden obtener multiples compuestos a partir de los tejidos de agave con

actividad antiproliferativa sobre células cancerosas, reportes previos como el de Santos-Zea et al.
(2016b) emplean métodos para fraccionar concentrados de agaves en la busqueda de saponinas
bioactivas, y en este caso el magueyosido B fue el de mayor abundancia y actividad sobre HT-29.

Multiples son los reportes que hablan de la basta variabilidad del contenido de saponinas y fenélicos
presentes en los tejidos de agaves y su efecto sobre la actividad antiproliferativa (Santos-Zea et al.,
2016¢), que en nuestro estudio no se haya identificado actividad no significa que no la tengan. En
nuestro estudio se obtiene resultados positivos acercandonos a conocer la composiciéon de esta
bebida a partir de diferentes especies y se abre un panorama general de acuerdo a la utilizacién
empirica de este producto, ensayos posteriores seran convenientes para dar seguimiento y avanzar

en su investigacion y profundizar en resultados.
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ARPE

Células control

HelLa

Figura 7. Extractos hidrolizados de pencas de agave no presentan actividad citotéxica sobre lineas
celulares cancerosas (A-549, Hel.a y RAW2064.7) y lineas control (ARPE).

Los extractos se evaluaron a 50, 100, 200 y 400 pg/ml por triplicado pata cada extracto y linea
celular. Las imagenes son representativas para ca linea celular y especie de agave. Las fotos fueron
tomadas a las 24 horas de haber aplicado el estimulo celular con un microscopio invertido. Para
mayores detalles del ensayo revisar la secciéon 4.3 de este documento.
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Figura 8. Extractos de raiz de Heligpsis longipes y frutos de parota presentan actividad
antiproliferativa sobre las lineas celulares ARPE, A-549, Hela, y RAW264.7.

En la parte superior de cada imagen se enexa el extracto y concentraciones evaluadas. Las flechas
negras sobre las fotograffas indican cambios estructurales y apoptosis sobre las células estimuladas
con los extractos a las 24 horas.
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Las graficas obtenidas con base a la viabilidad celular en las diferentes lineas evaluadas que fueron
A-549, HeLa, ARPE y RAW2064.7 empleando extractos de chilcuague y parota se muestran en la
figura 9.

Aligual que con los ensayos con agaves se utilizaron concentraciones que van de 50, 100, 200 y 400

ng/ml y se utilizaron células como control a las que no se les aplicé estimulos. Las graficas
corresponden a los resultados mediante ensayo MTT después de haber permanecido en incubacion
48 horas y con base a una observaciéon visual de las células en microscopio invertido son

representativas por mostrar efectos sobre las células.
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Figura 9. Actividad antiproliferativa de extractos de Parota y Chilcuague sobre cuatro lineas
celulares. A, By C) ARPE. D, Ey F) A-549. G y H) Hel.a. D) RAW?264.7. La linea celular murina fue la
unica que se mantuvo en medio de crecimiento D10F a diferencia de las tres restantes que fue en D5F. Los
tratamientos incluyen evaluacién de extractos a diferentes concentraciones durante un periodo de incubacién
de 48 horas. Los resultados se obtuvieron de ensayos realizados por triplicado por medio de MTT vy se
expresan como % de viabilidad celular. En cada ensayo se utilizaron células control tratadas de la misma
manera a excepcion de las control que no se les aplicé estimulo (barra en clor negro).
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El extracto etanolico de Heliopsis longipes fue el tnico que present6 actividad antiproliferativa
sobre ARPE (célula control), A-549 y Hel.a (células humanas cancerosas) y RAW264.7 (linea celular
murina). Se observé que el extracto de la raiz de esta planta no present6 selectivadad, siendo la
RAW2064.7 la linea mas afectada y provocando cambios sobre la célula normal utilizada en este
estudio como control, ARPE. En estudios posteriores sera interesante determinar la fase del arresto
celular que provoca este extracto.

Como se puede observar en las imagenes de la figura 8, con una flecha negra se sefalan los
cambios morfologicos celulares mas evidentes y para cada ensayo se muestran las células control
mostrando integridad celular. Mediante las fotografias tomadas en el microscopio sobre las células
se alcanza a dectectar diversos cambios entre ellos la pérdida de pared celular, la formacion de
“blebs” y de cuerpos apoptédticos, siendo los cambios mas fuertes para las tres lineas a 400 pg/ml

(ARPE, A-549y HeLLA), y de 200 pg/ml para RAW264.7. El ICs del extracto de chilcuague es de
247, 189, 158.11 y 95 pg/ml para las lineas celulates ARPE, A-549, Hela y RAW264.7
respectivamente. Con base a estos valores y para fines de la evaluacion de actividad antiinflamatoria
en nuestro estudio, se decidi6 que la concentracion maxima evaluada fuera 100 pg/ml.

Para el caso de los extractos de frutos de parota fueron menos agresivos en comparacion con
los de chilcuague. Presentaron mayor actividad citotoxica para A-549 y Hela. Se observé
diferencias entre la muestra de colectadas en Michoacan yla de Colima, siendo la primera con mayor
actividad sobre las dos lineas celulares a 400 pg/ml. La linea ARPE, empleada como control no

present6 afecciones. El ICs para la los frutos de parota de Michoacan sobre A-549 es de 297.04

ng/ml y para parota de Colima supetior a 400 pg/ml.

Las interacciones que se generan a nivel celular acasionados por estimulos de compuestos de
origen natural y sintéticos provoca una serie de eventos bioquimicos complejos los cuales se pueden
monitorear. Hablando especificamente de las saponinas, estos compuestos al ser agentes anfifilicos
(poseen un extremo hidréfobo e hidrofilico) interaccionan con los componentes celulares,
dependendiendo de su estructura y actividad biologica pueden provocar alteraciones, por ejemplo
muerte celular mediante la activaciéon de rutas proapoptoticas, efectos sobre las propiedades
dinamicas de la membrana lipidica, agregacion del colesterol, la formacién evidente de agregados
micelares, formaciéon de complejos, permeabilizacion celular, necrosis, autofagia, hemolisis, entre

otros (Podolak et al., 2010; Lorent et al., 2014).
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Lamentablemente los efectos citotéxicos en su mayoria no son selectivos debidido a su tendencia
provocar alteraciones en la mayoria de células tanto cancerosas como lineas celulares control, este
amplio espectro de actividad limita su aplicacién como potente anticancerigeno. Esto se vio
observado con el extracto de chilcuague, que no presento selectividad celular, caso contrario con
frutos de parota, mismos que no causaron dafios a la célula control utilizada.

Un amplio grupo de compuestos estudiados por su capacidad de generar cambios estructurales
e irreversibles en la células son los compuestos pertenecientes a las saponinas. La presencia y
longitud de la fraccién polar en las saponinas unidas como cadenas de residuos de carbohidratos
influyen sobre su actividad biol6gica (De Groot y Miiller-Goymann (2016), y dentro del género de
los agaves han sido caracterizadas ampliamente (Sidana et al., 2010).

Debido a que no se detectd actividad en los agaves no se descarta la idea de una pérdida de la
actividade biolégica de los extractos. Diversos estudios evaluan extractos obtenidos con diversos
solventes o mediante el fraccionamiento guiado para su posterior evaluacién por separado en un
sistema biolégico determinando las que presenten mayor actividad (Rascon-Valenzuela et al., 2015;
Torres-Moreno et al., 2015; Sen et al., 2016).

Comparando los resultados obtenidos en esta investigacion, un estudio desarrollado por Olivas-
Aguirre et al. (2017) reportan nula actividad antiproliferativa de extractos liofilizados obtenidos de
pifia y papaya sobre RAW264.7, HeLa y 1929, esto indica que incluso frutas ricas en fitoquimicos
tampoco presentan actividad.

En este aspecto, en busqueda por ampliar el conocimiento en el campo de las moléculas
bioactivas y su métodos de manipulaciéon por los métodos de laboratio, extractos de diez plantas
con antecedentes de bioactividad fueron analizados para determinar si los polimeros sintéticos
utilizados en los procesos de purificacién cromatografica afectan su actividad biologica, Datta et al.
(2013) monitorearon los cambios en la bioactividad sobre factores inducibles de hipoxia (HIF-1), y
observaron que tres de los extractos disminufan su actividad cuando se utilizaba silica gel.

Como ya se describi6 anteriormente, en este estudio los extractos crudos no mostraron actividad,
y por tal motivo se decidié precipitar las saponinas con un exceso de acetona como lo reporta
Eskander et al. (2010), mismas que estan presentes en los extractos de agave las cuales fueron
evaluadas de la misma manera que los extractos crudos y los resultados tampoco se mostré actividad

(las graficas e imagenes no se presentan).
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Actividad anti inflamatoria

El ensayo de actividad antiinflamaria fue desarrollado empleando el reactivo de Grieess y una
curva de calibracién fue previamente preparada a concentraciones conocidas. Los extractos de
agaves y parota fueron evaluados a concentraciones que van de 12.5, 25, 50 y 100 pg/ml.

Los agaves utilizados en esta prueba no presentaron actividad antiinflamatoria sobre las células
RAW264.7 a las cuales previamentes se les indujo inflamacién mediante la adicién de un
lipopolisacarido bacteriano obtenido de de E. e/ La figura 10 agrupa imagenes representativas de
las células control, las células estimuladas con LPS y de la forma dendritica que adquieren por el
estrés generado, también de las muestras de agave y chilcuague. Mientras que el ensayo realizado a
la placa que contenfa las células por medio de MTT (estas inclufan células control con y sin LPS, las
estimuladas con agave y chilcuague) no mostr6 diferencias en la viabilidad celular (figura 11)
comparada con las control indicando que los extractos a estas concentraciones no provocan muerte
celular.

Por otra parte, el extracto de chilcuague fue la inica muestra que present6 actividad antiinflamatoria
del 63% a una concentracion de 100 pg/ml respecto a las células tratadas con LPS.

Estos resltados concuerdan con los reportes que asocian compuestos presentes en la raiz del
chilcuague como un analgésico potente, que incluso puede ser comparado con fairmacos sintéticos.
Como se menciono anteriormente, no se detectd actividad antiinflamatoria en este reporte.

Diferentes estrategias en su estudio deberan adoptarse en estudios posteriores.

RAW264.7

A) B) €) D)
Agave 1 Heliopsis longipes

100 pg/ml
?g?-" 50

Figura 10. Actividad antinflamatoria de extractos de agave y chilcuague sobre RAW264.7 con
inflamacién previamente inducida por lipopolisacaridos de E. co/i. Se muestra microfotografias
representativas tomadas a las 24 horas del ensayo desarrollado. Para el crecimiento de las células
se utilizé6 medio D10F. A) Células control sin LPS ni estimulo. B) Células con LPS. C) Células
con LPS y estimulo de extracto de agave. D) Células con LPS y estimulo de extracto de
chilcuague. Para un mayor detalle de las condiciones de la evaluacion, revisar el apartado 4.3 de
este documento.
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Con base a los resultados de este estudio, heliopsis longipes presentd actividad y citotoxica a

diferentes concentraciones, mientras que los productos hidrolizados obtenidos de pencas de agaves

no.
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Figura 11. Viabilidad celular en ensayo antiinflamatorio con RAW264.7 a las 24 hrs previamente
estimuladas con LPS.
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Heliopsis longipes

Con respecto al género Heliopsis, en México se han identificado 14 especies y la mayoria son
endémicas del paifs dentro de las cuales Heliopsis longipes representa una de las mas utilizadas dentro
de la herbolaria indigena.

El extracto alcohdlico concentrado obtenido de chilcuague present6 actividad sobre las cuatro
lineas celulares utilizadas, y la mayor actividad fue sobre la linea celular A-549 alcanzando la
concentracién inhibitoria (ICs)) mas baja de este estudio con 95 pg/ml. Nuestros resultados difitien
con los obtenidos por Gutierrez-Lugo et al. que emplearon la misma linea celular. En las imagenes
documentadas se pueden observar los cambios morfolégicos a las 24 horas que sufrieron las células
al ser estimuladas con el extracto de chilcuague. Claramente se detectan cambios en la estructura,
respecto a las células control que no fueron estimulada con extracto.

Sin embargo, la linea celular utilizada como control ARPE también fue afectada por el extracto.
Solamente con el extracto etandlico de Heliopsis longipes se observaron cambios en morfologia celular
induce citotoxicidad sobre la linea A-549.

La afinina (N-isobutil-2E, 6Z, 8E -decatrienamida), es uno de los multiples compuestos
provenientes del metabolismo secundario que pertenece al grupo de las alcamidas y se encuentra
mayoritatiamente en las raices de esta planta. Con un peso molecular de 221.18 gr/mol y una
estructura lipidica es hasta ahora el componente bioactivo al que se le asocian diversas propiedades
como anestésico local, actividades como bactericida, fungicida entre otros, y estudios recientes
contindan detectando y ampliando el nimero de alcamidas menores que se encuentran en los tejidos
de chilcuague (Molina et al., 1995; Garcia-Chavez et al., 2004; Rios et al., 2007; Cilia-Lépez et al.,
2008; Lopez-Martinez et al., 2011).

El primer antecedente con evaluacion biolégica reportado de chilcuague fue desarrollado por
Gutierrez-Lugo et al. (19906) en el cual evaluaron diferentes extractos crudos de plantas medicinales
mexicanas incluido el chilcuague obtenido con un sistema de solventes de metanol-cloroformo, los
ensayos consistieron en exponer el extracto sobre células de colon, adenocarcinoma de pecho y
pulmoén (HT-29, MCF-7 y A-549 respectivamente) y los resultados muestran que sobre ninguna
linea celular se detect6 actividad antiproliferativa a concentraciones menores de 1 mg/ml.

Respecto a la actividad antiinflamatoria, el extracto etandlico de chilcuague fue la Gnica muestra
que presento estas dos actividades, y la actividad de los extractos evaluados fue observada y

documentada a las 24 y 48 horas en microscopio invertido.
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Por otra parte, Carifio-Cortés et al. (2010) analiza la actividad analgésica, genotoxica y toxicidad
aguda en modelo 7 vivo con ratones macho adultos. Para el ensayo genotdxico se administraron de
32100 mg/kg, y en las muestra de sangre no se detectaron dafios.

Garcia-Chavez et al. (2004) evaluaron el efecto en la acumulacién de alcamidas en diversas
localidades de Sierra Gorda separadas a 60 km, encontrando diferencias muy marcadas de hasta el
100 % mas sobre la acumulacion de fitoquimicos, esto se asocia probablemente a condiciones
ambientales o a una domesticacién de la planta, generando quiza variedades dentro de la especie.

Respecto a estas diferencias en resultados, diversos analisis moleculares, quimicos y biolégicos
deberan desarrollarse para esclarecer y ampliar la informacion relacionada a la actividad citotoxica
reportada en nuestro estudio, y determinar si los componentes bioactivos en las plantas pueden
acumularse en diversas etapas del ciclo fisiolégico de la planta.

La afinina es la principal molécula asociada con propiedades analgésicas, Rios et al. (2007)

determinaron esta actividad empleando bajas concentraciones de un extracto de chilcuague (10

ng/ml equivalentes a 61 pmol/ml) empleando diclorometano como solvente, se utilizaron cerebros
obtenidos de un modelo murino analizando la liberacién de GABA (en espafiol Acido gamma-
aminobutirico), el principal neurotransmisor de tipo inhibitorio, ampliamente en el tejido nervioso
central. Cilia-16pez et al., (2010) en el estudio con ratones adultos determiné que la afinina es una
molécula que desempefia dicha actividad analgésica, incluso en su estudio lo asocia con una
actividad similar a la del ketorolaco, un potente antiinflamatorio, y también con efectos estimulantes
comparado con la cafeina.

Nuestro estudio es el primer reporte en el que se detecta actividad citotoxica y a la vez
antiinflamatoria del extracto concentrado de chilcuague. Debido a que en la metodologia el analisis
se realiz6 de un extracto crudo se vuelve complicado poder atribuir la actividad citotoxica a alguna
molécula, en estudios posteriores sera conveniente particionar el extracto crudo mediante la
obtencién de fracciones y evaluarlas por separado que junto con una determinacion analitica y
ensayos biologicos precisar los componentes de cada fraccion y principales moléculas asociadas con

actividad.
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A nivel global, los desarrollos cientificos que emplean nuevas estrategias en la investigaciéon de
agentes quimicos provenientes de fuentes naturales con actividades biolégicas promueven el uso de
técnicas mas sofisticadas para su identificacién, enriquecimiento, sintesis y determinacién de
compuestos bioactivos o citotdxicos, incluso hasta lograr el disefio de moléculas hibridas.

Hasta la fecha, se ha observado un incremento gradual con base en analisis bioinformaticos
relacionados con la estructura-actividad de moléculas bioactivas, siendo un importante avance
cientifico que promete obtener un mayor conocimiento para entender progresivamente el grave
problema de salud publica; el cancer, promoviendo asi la creacion y funcionamiento de potentes
agentes citotoxicos que sean especificos para lineas celulares cancerosas, entre otras caracteristicas
(Shaveta et al., 2016; Akhtar et al., 2017; Akhtar et al., 2017a; Jian et al., 2018; Scepankova et al.,
2018).

Con base en los resultados obtenidos del analisis fitoquimico del extracto de chilcuague, se
determiné por el método de Folin-Cioucalteu que el extracto contiene una considerable cantidad
de fenoles, grupo de compuestos que hasta la fecha no se han caracterizados. No se descarta que
los probables compuestos bioactivos presentes en chilcuague pertenezcan a este grupo de
metabolitos secundarios y que solos o en sinergia con otras moléculas presentes en el extracto sean
los responsables de los dafios ocasionados a las célula evaluadas en este estudio. Se sugiere el estudio
de este grupo de compuestos para un mayor conociemiento de los componentes quimicos presentes

en la raiz.
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Actividad biolégica de moléculas presentes en tejidos de agaves

En base a revisiéon de literatura, a continuacién se mencionan las moléculas que han sido
encontradas en diversos tejidos de especies de agaves demostrando actividades bioldgicas sobre
lineas celulares y ensayos antioxidante. Hs basta la cantidad que corresponden principalmente a
fenoles, saponinas y sapogeninas por ejemplo, hecogenina, esmilagenina, clorogenina, gitogenina,
tigogenina, sarsapogenina, Cantalasaponina-1, Chlorgenina. Y fenodlicos pertenecientes al grupo de
las homoisoflavonas, flavonoles, glucésidos de kaempferol entre otras (Almaraz-Abarca et al., 2013;
Santos-Zea et al,, 2016). En particular, Monterrosas-Brisson et al. (2013) reportan actividad
antiinflamatoria de extractos de hojas obtenidos con acetona a partir de hojas de Agave tequilana, A.
angustifolia y A. americana, demostrando que para los dos primeros agaves la respuesta a la actividad
depende de la dosis de la molécula cantalasoponina-1, siendo el primer reporte para estas especies
y con previos reportes en la familia Agavaceae (Tinto et al., 2005). Para el caso de .A. americana se
asocia a una mezcla variada de sapogeninas (como hecogeninas y tiogeninas) mostrando en general
una mayor actividad en esta especie. La lista de moléculas anteriormente mencionadas son las que
participan directamente en las actividades biolégicas reportadas en agaves, probablemente en etapas
adultas las concentraciones sean menores o que el tratamiento térmico es demasiado agresivo y la
actividad biolégica disminuya. En este estudio sélo se pudo observar que las especies presentan
considerables concentraciones de fenoles y saponinas, sin embargo no se deberfa descartar en
trabajos posteriores la purificaciéon de compuestos para su evaluacién en células.

Enterolobium cyclocarpum

Existe muy poca informacion con base en el estudio de popularmente conocido como parota.
Ojeda et al. (2015) detectaron mediante pruebas quimicas cualitativas la presencia de esteroles,
fenoles totales, saponinas, terpenoides y taninos en la parota. Las pruebas realizadas en nuestro
estudio, demuestran una considerable cantidad de fenoles detectados por Folin-Ciucalteu en los
frutos (ver figura 3 inciso F y G), mientras que las prueba para saponinas y actividad antioxidante
por DPPH fueron positivas (estos dos ultimos datos no se muestran).

El dnico reporte documentado respecto a la evaluacion de extractos sobre lineas celulares es el
desarrollao por Sowemino et al. (2015), determinaron actividad citotoxica sobre células Hela y
MCF7 con un ICs de 2.07 y 11.84 pg/ml respectivamente a pattir de las hojas de la planta. El
mecanismo de accion reveld un arresto celular en fase G,/M, asociada con una translocacion de
fosfatidilserina en ambas lineas celulares. Con base en este antecedente citotoxico y a las bajas

concentraciones reportadas, para esta investigacion se decidié analizar el fruto de la planta.
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VI. Conclusiones

Esta investigacion es el primer reporte que estudia extractos de hojas de agaves adultos las cuales
fueron sometidas a un proceso de hidrélisis por calor, y junto con un analisis biolégico zz vitro con
células cancerosas la evaluacion de los extractos. Basado en nuestros resultados se obtuvo un
panorama general que aporta informacion relevante sobre la acumulacion de metabolitos en agaves
determinando que el jugo hidrolizado de las pencas contiene compuestos fitoquimicos en etapas
adultas, y el consumo de esta bebida contribuye con una fuente de fitoquimicos destancando
sapogeninas y compuestos fenolicos, ademas de actividad antioxidante. También se comprobé que
se conservan una importante concentracion después del proceso de coccién. Sin embargo, los
antecedentes en base a observaciones empiricas de que es un auxiliar para combatir el cancer no fue
demostrado cientificamente en este estudio, ya que ninguno de los agaves presentd actividad
antiproliferativa o antiinflamatoria en esta primera etapa de evaluacion sobre lineas celulares. Con
estos resultados todavia es complicado dar una respuesta contundente con base a si el tratamiento
térmico sobre los probables compuestos bioactivos es desfavorable, se sugieren estudios posteriores
para confirmar esta hipotesis. En etapas posteriores se recomienda ampliar y diversificar el panel
celular, realizar una particiéon del extracto mediante procesos de purificacién cromatografica e
identificar compuestos ya reportados por presentar actividades biolégicas para demostrar si esta
bebida debe ser promovida como auxiliar en tratamientos de cancer o inflamacion.

Estos resultados son un avance importante en el estudio de especies de plantas mexicanas que
presentan un amplio uso tradicional, y se establece un antecedente en su estudio y que con ello se
gestan nuevas hipétesiss respecto a los compuestos bioactivos o aplicaciones que pudieran
desempefiar. Continuidad en su estudio y aplicaciéon de tecnologfas de investigaciéon mas recientes
seran convenientes para detectar a mayor profundidad moléculas con interés farmacolégico
presentes en las especies estudiadas.

Por otra parte, el extracto etanolico de las raices de Heliopsis longipes por primera vez fue identificado
como una rafz con actividad citotoxica sobre lineas celulares estudiadas y con un campo
inexplorado sobre compuestos fendlicos que contiene. Al igual que con el producto hidrolizado de
agave y los frutos de parota, estudios posteriores deben ser realizados para determinar el mecanismo
de accién especifico de las moléculas responsables de actividades biolégicas y un perfil acerca de la

caracterizacion quimica.
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ANEXOS

Como parte de una formacién académica continua e integral, a continuacién se adjuntan las

constancias y reconocimientos oficiales obtenidos durante la maestria por la participacion en cursos,

simposios y ponencias en diversos proyectos en los que paralelamente se trabajo.

Julio 2016. 8 Simposio Internacional de Fructanos

fih
Imtermational
Fructan

Symiposinm

. TFS-201 fi=aax
2
L J

-
-

CERTIFICATE

The Organizing Committee of the 8th International Fructan Symposium (IF52016) certifies that the
authors Alejandro Angeles Espino, Hilda Eréndira Dimas Estrada, David Ramirez Alvarado, José M.
Cruz Rubio, Paola A. Palmeros Suarez, and Juan F. Gomez-Leyva presented the work entitled:

“Induction in Biosynthesis of Fructan in Mutants Plantlets of Agove tequilana Induced with Gamma
Rays Cog0"

This event was held in Oaxaca, Mexico, from June 26 to July 1, 2016.
Cordially,

a

F‘t\mu .Il'q.:.r 4 ‘{‘IF-"'Z' "’".“?1__"“':*“1 K~ G
Mercedes G. Lopez Agustin Lopez-Munguia
Cinvestav-lrapuato IBT-LUMNANM

Organizing Committee Organizing Committees
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Agosto 2016. Curso de fitoquimica y cultivo de tejidos vegetales

Mayo 2018. Conferencia en Instituto Tecnologico Superior de Puruandiro (ITESP)

TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
OTORGA EL PRESENTE

RECONOCIMIENTO

ING. DAVID RAMIREZ ALVARADO

POR SU DESTACADA PARTICIPACION CON LA CONFERENCIA
“EXTRACTOS NATURALES CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA”
EN EL MARCO DE LA
S5TA JORNADA ACADEMICA

SECRETARIA DE
EDUCACION PUBLICA

QUE SE LLEVO A CABO EL 17 DE MAYO DEL PRESENTE, EN LAS INSTALACIONES DEL ITESP.

“EDUCACION PARA TRANSFORMAR CON

D G ORA MAIGTAErgIA,msvmw«Tzfmécm
IRECTOR GENERAL DEL i
CCION
PORUANDIRO, MICHOACAN, 17 DE MAYO DE 2018,
11A-17-05-18-003

NS SR EE = =
CpilEaF 5 ‘i o D D E
e
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Febrero 2018. Evento Nacional Estudiantil de Innovacion Tecnolégica (ENEIT)

SL(."}'\E'IAK[:‘\Y DE
EDUCACION PUBLICA

TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

EL TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
Y EL INSTITUTO TECNOLOGICO DE TLALNEPANTLA
OTORGAN EL PRESENTE

DIPLOMA
A

DAVID RAMIREZ ALVARADO

POR HABER OBTENIDO EL TERCER LUGAR
DE LA CATEGORIA PRODUCTO/SERVICIO
PRESENTANDO EL PROYECTO NANOFILM, EN EL
EVENTO NACIONAL ESTUDIANTIL DE INNOVACION TECNOLOGICA 2017
ETAPA NACIONAL

CELEBRADO DEL 13 AL 16 DE FEBRERO

TLALNEPANTLA DE BAZ, ESTADO DE MEXICO A 16 DE FEBRERO DE 2018

D%OFEA

. GUSTAVO FLORES

ANGULO GUER e} FERNANDEZ
SECRETARIA DE EXTENSION Y DIRECTOR DEL IT DE
VINCULACION TLALNEPANTLA

Talnepantia @ g @
e e\C: &
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Agosto 2018. Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Fitopatologia.

XX CONGRESO INTERNACIONAL

XLV CONGRESO NACIONAL
de la Sociedad Mexicana de Fitopatologia A.C.

XXXV SEMANA DEL PARASITOLOGO UAAAN

La Sociedad Mexicana de Fitopatologia A.C.

otorga la siguiente

CONSTANCIA

a
Norma Yadira Zacamo-Velazquez. Ramona Guadalupe Garcia-
Gonzalez, Javier Ireta-Moreno, David Ramirez-Alvarado y Juan
Florencio Gomez-Leyva

Por su participacion con la presentacion oral:

IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE

NEMATODOS ENQUISTADOS ASOCIADOS A MAIZ EN

JALISCO. [Morphological and molecular identification of cist
corn nematodes associated in Jalisco].

del 20 al 24 de agosto 2018
Saltillo, Coah_gjla, Méx_ico

>

Dr. Edyardo R. Garrido Ramirez
Presidente/de la Mesa Directiva 2016-2018

inifap €)

s a) 41 Mt g et

Q agdia
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Agosto 2018. Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Fitopatologia.

XX CONGRESO INTERNACIONAL
XLV CONGRESO NACIONAL

de la Sociedad Mexicana de Fitopatologia A.C.

XXXV SEMANA DEL PARASITOLOGO UAAAN

La Sociedad Mexicana de Fitopatologia A.C.

otorga la siguiente

CONSTANCIA

a

Ramona Guadalupe Garcia-Gonzalez, Javier Ireta-Moreno,
Norma Yadira Zacamo-Velazquez, Juan Florencio Gomez-
Leyva, David Ramirez-Alvarado

Por su participacion con la presentacion oral:

IDENTIFICACION MOLECULAR DE NEMATODOS
FILIFORMES ASOCIADOS AL CULTIVO DE MAIZ EN
JALISCO. [Molecular identification of filiform nematodes associated
with comn culture in Jaliscol].

del 20 al 24 de agosto 2018
Saltillo, Coahuila, México
7 "
"/' i /
~\~ /‘/ //17/ /L
nérdo R. Garrido Ramirez
Presndent de la Mesa Directiva 2016-2018

w 9A§ER) Azﬂ Qagdia
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Octubre 2018 V Simposio Nacional de Herramientas de Biotecnologia Para una Agricultura
Sustentable

Otorgan la presente

CONSTANCIA

Al trabajo de investigacion en la modalidad de CARTEL:

Compuestos fendlicos y actividad antimicrobiana
en agaves mezcaleros de Oaxaca

Realizado por:
Juan Florencio Gomez Leyva

Lorena Belén Terrazas Galindo | Judith Ruiz Luna | Vicente Arturo Velasco Velasco
David Ramirez Alvarado | Evangelina E. Quifiones Aguilar

Para el V SIMPOSIO NACIONAL DE HERRAMIENTAS DE BOIOTECNOLOGIA PARA UNA AGRICULTURA SUSTENTABLE.
Realizado los dias 3,4 y 5 de Octubre del presente
en la civdad de Guadalajara, Jalisco.

D/r%ﬂemdndez
7 f CUCBA
/,/,__’ Dr. Gustavo Jdvier Acevedo Herndndez ;
7L cucl

Dr. Gabriel Rincon Enriquez
CIATEJ

Dr. Saul Fraire Veldzquez
COORDINADOR DE LA RED

Afio 2018
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Octubre 2018 V Simposio Nacional de Herramientas de Biotecnologia Para una Agricultura
Sustentable

' V/ SIMPOSIO NACIONAL DE

PARA UNA 771!

Oforgan la presente

Al trabajo de investigacion en la modalidad de PONENCIA:

Caracterizacion de los fructanos y enzimas relacionadas
a su biosintesis en dos ecotipos de
Agave salmiana

Realizado por:
Juan Florencio Gomez Leyva

José Manuel Cruz Rubio | Paola A. Palmeros Sudrez | David Ramirez Alvarado
Silvia E. Valdés Rodriguez | Armando Guerrero Rangel | John P Délano Frier

Para el V SIMPOSIO NACIONAL DE HERRAMIENTAS DE BOIOTECNOLOGIA PARA UNA AGRICULTURA SUSTENTABL
Realizado los dias 3,4 y 5 de Octubre del presente
en la ciudad de Guadalajara, Jalisco.

Wmemumez
CUCBA

RDINADOR DE LA RED

tua

Dr. Gabriel Rincén Enriquez
CIATE)

Anoc 2018
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Octubre 2018 V Simposio Nacional de Herramientas de Biotecnologia Para una Agricultura
Sustentable

L DE

g, P
& 3

2

bt

Otorgan la presente

CONSTANCIA

Al trabajo de investigaciéon en la modalidad de CARTEL:

Micropropagacion in vitroy transformacion genética de
Heliopsis longipes para la produccion de afining

Realizado por:
Juan Florencio Gomez Leyva

José Manuel Gonzdlez Castaneda | David Ramirez Alvarado | Irma G. Lopez Muraira
Evangelina E. Quifiones Aguilar

Para el V SIMPOSIO NACIONAL DE HERRAMIENTAS DE BOIOTECNOLOGIA PARA UNA AGRICULTURA SUSTENTABLE.
Realizado los dias 3,4 y 5 de Octubre del presente
en la ciudad de Guadalajara, Jalisco.

mmméndez
CUCBA "

r, Saol Fraire Veldzquez
COORDINADOR DE LA RED

Dr. Gustavo Javjer ce{ledo Herndndez
cual

Dr. Gabriel Rincon Enriquez
CIATE)

Ano 2018
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