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GLOSARIO DE ABREVIATURAS
ASOCIACIONES MUNDIALES

AJCC: Comité conjunto Americano del Cancer, por sus siglas en inglés American

Joint Comitte on Cancer.

FAOQO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.
GCO: Global Cancer Observatory o GLOCOCAN.

IARC: Asociacion Internacional de Investigacion en Cancer.

INC: Instituto Nacional del Cancer.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y

Alimentacion.

SIAP: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera.
SMeO: Sociedad Mexicana de Oncologia.

UICC: Unidn Internacional Contra el Cancer.

OTROS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

BAL: Bacterias productoras de acido lactico.

CCR: Cancer Colorrectal.

DASH: Sigla en inglés de Dietary Approaches to Stop Hypertension (Enfoques

Dietéticos para Detener la Hipertension).
DMH: Diclorhidrato de 1,2-dimetilhidrazina.

FODMAP: Hidratos de carbono de cadena corta y alcoholes relacionados que son

mal absorbidos en el intestino delgado.

FOS: Oligébmeros de fructosa.



HCT15: Células pertenecientes al tejido de colon de un organismo Homo sapiens,
humano, con patologia Dukes tipo C, adenocarcinoma colorrectal.

IBSS: Sindrome del Intestino Irritable, por sus siglas en inglés Irritable Bowel

Syndrome Severity Score.
IDR: Ingesta Diaria Recomendada.
NFkB: Factor nuclear Kappa B.
pH: Potencial de hidrégeno.
PROCEDIMIENTOS
DPPH: 2,2- difenil- 1- picrilhidrazilo

XTT: Sal de sodio 2,3-bis(2- metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-tetrazolium-5-
carboxanilide (XTT)

UNIDADES DE MEDICION
mg: Miligramo (0.001 gramo).
ml: Mililitro (0.001 litro).
ug: Microgramo (0.001 miligramo).
pl: Microlitro (0.001 mililitro).
nm: Nanémetro (10° m).

rpm: Revoluciones por minuto.



1. RESUMEN
El cancer ocurre cuando existe un crecimiento descontrolado de células, en
este desorden tienen lugar cambios importantes en la proliferacion, diferenciacion y
desarrollo celular. En el cancer de colon este crecimiento celular descontrolado
surge en los tejidos del colon y da inicio con el crecimiento de tumores de menor
tamafio denominados pdlipos. En México el cancer de colon constituye el primer
lugar en frecuencia de los tumores del tubo digestivo y se tiene un diagnéstico anual

de cerca de 15 mil nuevos casos.

Un factor importante para el desarrollo de esta patologia es la dieta,
determinando que una alimentacion rica en fibra, minerales, vitaminas y

antioxidantes es el principal factor preventivo para el desarrollo de esta patologia.

Siendo el cancer un verdadero problema de salud publica es increible que
actualmente no exista un tratamiento adecuado para esta enfermedad. Sin
embargo, las plantas medicinales o aquellas consideradas dentro de la medicina
tradicional han sido estudiadas y han logrado demostrar que ayudan a combatir el
desarrollo de esta patologia pues la medicina tradicional es actualmente una
alternativa con gran relevancia en el tratamiento de las enfermedades pues esta
muy comprometida con la busqueda de nuevos farmacos basados en algunos
compuestos quimicos obtenidos a partir de plantas llamadas medicinales, para el

tratamiento de diversas patologias.

El aguamiel en la medicina tradicional mexicana ha sido considerado como
remedio para trastornos gastrointestinales. Se considera que parte de sus
propiedades curativas es debido al microbioma presente en él, compuesto por
bacterias y levaduras con potencial probiético y antimicrobiano. Por tanto en este
trabajo se busco obtener un efecto antiproliferativo de la linea celular HCT15 al estar

en contacto con aguamiel de Agave salmiana.

Demostrando que el aguamiel de agave salmiana presenta actividad
antiproliferativa sobre la linea celular HCT15 perteneciente a cancer de colon, con
una disminucion de entre 5.52% y 8.84% en la viabilidad celular, siendo mayor en

el aguamiel obtenido de una planta madura con 12 afios de edad. Relacionando
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esta actividad con el contenido de compuestos fendlicos totales, el cual aumenta
conforme el tiempo de maduracion de la planta. Por otro lado, se determiné que
presenta citotoxicidad nula sobre linfocitos humanos, teniendo un aumento en la
viabilidad celular de hasta 22.11-24.31% y por tanto actividad proliferativa sobre

esta linea celular.

2. INTRODUCCION
En la actualidad fortalecer la investigacion en cancer con el objetivo de frenar
la aparicion de la patologia y reforzar a su vez la supervivencia y la calidad de vida
de los pacientes con este diagnostico, es uno de los retos principales en la lucha

contra el cancer.

Actualmente se tiene una prediccion que muestra que en afos siguientes el
cancer llegara a ser la primer causa de la mortalidad a nivel mundial pues tiene una
prediccion de incidencia de 21.6 millones de nuevos casos para el afio 2030 y
aproximadamente 13 millones de muertes debidas a esta causa, esto segun las
estimaciones de la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC). Todo
esto a pesar de que la tasa de supervivencia global se acerca al 50%, gracias a los

esfuerzos realizados en la rama de la investigacion.

En el caso del cancer de colon, en los ultimos afios ha avanzado
silenciosamente de manera que se ha colocado como el cuarto tumor mas frecuente
en México. Recalcando que los factores de riesgo para el desarrollo de esta
patologia son completamente controlables, siendo estos los problemas
relacionados con el peso corporal como sobrepeso y obesidad, la inactividad fisica
0 sedentarismo normalmente causado por cambios en la rutina y estilo de vida, la
malnutricion causada por el exceso de alimentos altos en azlcares, grasas y
comidas procesadas y por ultimo aquellos habitos toxicol6gicos como el tabaquismo
y alcoholismo. Al ser controlables estos factores de riesgo, son por tanto

prevenibles.

Adoptando nuevos habitos de salud, siendo primordiales la alimentacién

correcta (dieta rica en vitaminas, minerales, fibra, y adecuada distribucion de los



macro nutrimentos como hidratos de carbono, proteinas y lipidos) y la actividad
fisica, se podria minimizar la posibilidad del desarrollo del cancer de colon.

Este tipo de cancer si es detectado a tiempo es el de méas alta tasa de

supervivencia. Anualmente se presentan aproximadamente 8 mil 700 casos nuevos.

Dentro de la rama cientifica, los probiéticos han adquirido un interés por la
comunidad y captado la atencién de todos debido al papel que han, segun diversos
estudios, demostrado tener tanto en la prevencion como en el tratamiento de

diversas patologias, dentro de estas el cancer de colon.

El aguamiel como alimento natural aceptado ya en la medicina tradicional, es
una bebida alimenticia que cuenta con una capacidad prebidtica y probidtica
importante, por lo que aunado a los estadios previamente realizados con alimentos
gue cuentan con estas mismas caracteristicas donde se ha demostrado un efecto
favorable en el tratamiento de algunas patologias, en esta investigacion se
determind su efecto anti proliferativo in vitro en células de la linea tumoral HCT15

de adenocarcinoma rectal con clasificacidon Duke “C”.

3. ANTECEDENTES

3.1 ANTECEDENTES GENERALES

3.1.1 CANCER

Cuando existe un crecimiento descontrolado de células, ocurre un proceso

denominado cancer 9. Este descontrol celular ocurre cuando las células comienzan
a dividirse y diseminarse a otros tejidos y este proceso regularmente puede
comenzar en cualquier parte del cuerpo humano. En este desorden estan
implicados cambios en la proliferacion, diferenciacion y desarrollo celular. EI cancer

regularmente aparece como una masa de estas células generando un tumor.

Las células del organismo crecen y se dividen para dar lugar a la formacion
de nuevas células, esto conforme el mismo organismo va haciendo uso de ellas.
Una vez que estas células envejecen o se dafian, se mueren y son reemplazadas
por células nuevas. En el caso del cancer este proceso de crecimiento celular se

descontrola ya que las células no envejecen y las células dafiadas no son
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reemplazadas, sino sobreviven mientras células nuevas se forman cuando no son

necesarias. @

Cualquier célula tiene el potencial de sufrir cambios malignos y desarrollar un
carcinoma. Las células cancerigenas no estan confinadas a la localizacion e
infiltracion del tejido circundante, estas pueden dividirse sin interrupcion y formar
masas llamadas tumores. Ademas, durante este proceso las células malignas
crecen en un patrén completamente irregular y son capaces de filtrarse en tejidos
circundantes, causando con esto la infiltracion de los vasos tanto linfaticos como
sanguineos. Al tener acceso a estos vasos, las células pueden ser transportadas a
otros sitios dentro del organismo, replicandose y creciendo descontroladamente
durante un proceso denominado metastasis como se muestra en la Figura 1. Por
otro lado, y con el fin de asegurar que estas células reciban el oxigeno y alimento
necesario, se produce la angiogénesis constante o formacion de nuevos vasos

sanguineos @,

La propagacion linfatica ocurre cuando las células cancerigenas acceden al
sistema linfatico y viajan por los vasos a los nddulos linfaticos. Estas células pueden
entonces establecer residencia en estos nodos regionales, donde se replican y
eventualmente reemplaza al nodulo linfatico por un tumor maligno. Las células
pueden entonces viajar a través del sistema linfatico al siguiente grupo de ganglios

linfaticos, extendiéndose por todo el cuerpo del paciente @,
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Figura 1. Céancer de colon metastasico. Las células se separan del tumor original y se trasladan por medio del
torrente sanguineo o del sistema linfatico a otras partes del organismo, como higado, pulmén y cerebro.
Recuperado del INC @),

Esto generalmente ocurre cuando los mecanismos normales de control
celular son interrumpidos. Entre mas rapida sea la deteccion de la enfermedad, sera
menos probable que se haga metastasis y por lo tanto el prondstico para el paciente

sera mas favorable @,

El cancer es una patologia que puede desarrollarse por cambios en aquellos
genes encargados de controlar tanto el crecimiento como la division celular. Estos
cambios genéticos pueden heredarse de la linea familiar o también pueden ser
causados como resultado de los errores que ocurren durante el proceso de division
celular, asi como por un dafio al ADN causado principalmente por exposiciones del
medio ambiente, tales como aquellas sustancias o compuestos quimicos que se
encuentran presentes en el humo de tabaco, radiaciones como los rayos ultravioleta

del sol, mala alimentacién, sedentarismo, etcétera.

La carcinogénesis es un proceso de varios pasos que causa una
transformacién progresiva de una célula normal en una célula cancerigena. Esta
transformacién se debe a la sobreexpresion o hiperactivacion de genes que
promueven la supervivencia y proliferacion celular (oncogenes) o a la pérdida de
expresion de los genes que controlan el crecimiento celular (genes supresores de

tumores). Como resultado, mientras que las células normales son sensibles a los
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estimulos exdgenos que controlan su crecimiento y supervivencia, las células
cancerosas pueden crecer en la ausencia de estas sefiales exdgenas y, por tanto,
se vuelven insensibles a los reguladores de crecimiento y supervivencia. Aunado a
esto, la sobreexpresion que existe en los factores de crecimiento y sus receptores
conduce a una constante activacion de las vias de sefializacion descendentes, y

con esto se promueve el crecimiento y la supervivencia de las células dafiadas.

Existen distintos tipos de cancer y estos pueden ser agrupados en categorias

para su diferenciacion “:

e Carcinoma: Aquel crecimiento celular que da comienzo en la piel o en
los tejidos que revisten o cubren los 6rganos internos. Existen a su vez
subtipos de carcinoma, entre ellos, el adenocarcinoma, el carcinoma
de células basales, el carcinoma de células escamosas y el carcinoma
de células de transicion.

e Sarcoma: Se denomina asi cuando el crecimiento descontrolado de
células comienza en hueso, cartilago, grasa, musculo, vasos
sanguineos u otro tejido conjuntivo o de sostén.

e Leucemia: El crecimiento celular tiene su desarrollo en el tejido en el
gue se forma sangre, como la médula 6sea. Este proceso causa que
se produzcan grandes cantidades de células sanguineas anormales y
gue entren en la sangre de manera directa.

e Linfoma y mieloma: Este tipo de cancer se desarrolla en las células
del sistema inmunitario.

e Canceres del sistema nervioso central: Aquel crecimiento
descontrolado que se originan en los tejidos del cerebro y de la médula

espinal.

En el afio 2018 se tuvo una estimacion de 18 078 957 nuevos casos a nivel
mundial, en ambos sexos y todas las edades, siendo los principales pulmén (11.6%
- 2 093 876 casos), mama (11.6% - 2 088 849 casos), colorrectal (10.2% - 1 849
518 casos), prostata (7.1% - 1 276 106 casos), estbmago (5.7% - 1 033 701 casos),
higado (4.7% - 841 080 casos) y eséfago (3.2% - 572 034 casos)®.
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3.1.1.1 CANCER EN MEXICO
Segun los datos obtenidos en el afio 2018, tres de cada 10 muertes por
cancer en la poblacién mexicana de 30 a 59 afios, son consecuencia del cancer en
organos digestivos. Para la poblacion de 60 y méas afios, de 2011 a 2016, cuatro de
cada 10 defunciones por cancer en mujeres se deben a tumor en Organos

digestivos, contra tres de cada 10 en varones ().

La Organizacion Mundial de la Salud menciona que actualmente se tiene una
estimacién para el afio 2030, donde se espera que los nuevos de cancer
sobrepasen los 20 millones anuales. Sin embargo, se calcula que hasta el 50% de
los casos pueden ser prevenibles mediante la adopcion de habitos saludables,

sistemas de vacunacion, diagndsticos y tratamientos oportunos .

De acuerdo con calculos de organismos internacionales los canceres mas
recurrentes son el de mama, prostata, cervicouterino, colorrectal, tiroides y de

pulmén en la poblaciéon de ambos sexos .

En el pais el cancer es la tercera causa de muerte, después de las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Segun datos obtenidos por el Global
Cancer Observatory (GCO o GLOBOCAN) en el afio 2018 se registraron en México
190 667 nuevos casos en ambos sexos y todas las edades. De estos nuevos casos
los principales son mama (14.3% - 27 283 casos), prostata (13.1% - 25 049 casos),
colorrectal (7.8% - 14 900 casos), tiroides (6.4% - 12 122 casos) y cervicouterino
(4.1% - 7 869 casos) ©,

La Sociedad Mexicana de Oncologia (SMeO) considera que ademas las
elevadas cifras de muertes por cancer se deben a los diagndsticos tardios ya que
el 60% de los casos de cancer en México es detectado en etapas avanzadas. En el
afio 2018 GLOBOCAN reporta 83 473 muertes y 471 497 casos de prevalenciaa 5

afios ©),

3.1.2 CANCER DE COLON
El colon es un tubo de aproximadamente 150 cm de largo al final del sistema

digestivo. Es un 6rgano con gran importancia, pues es el encargado de extraer el

14



agua, nutrientes y electrolitos de los alimentos digeridos. Y lleva los productos
restantes o deshechos al recto para ser eliminados del organismo.

El intestino delgado se encuentra unido al colon por medio del ciego lo que
se denomina colon proximal. El colon a su vez estd conformado por: colon
ascendente, colon transverso, colon descendente y colon sigmoideo como se
muestra en la Figura 2. Este dltimo tiene unidn con el recto, el cual tiene como

funcion la expulsion de deshechos ©).

Colon ascendente

Colon descendente

¢ Colon sigmoideo

Figura 2. Anatomia del colon. El intestino delgado es conectado al colon por medio del ciego. El colon esta
conformado por colon ascendente, colon transverso, colon descendente y colon sigmoide. Este ultimo, tiene
conexion con el recto. ®©

Se denomina cancer de colon al crecimiento descontrolado y formacion de
nuevas células malignas (cancerosas) en los tejidos del colon. Este proceso puede
iniciarse en un crecimiento en el tejido del colon denominado pdlipo. La mayoria de
los canceres de colon son adenocarcinomas: es decir, canceres que empiezan en

las células que producen y liberan el moco y otros liquidos @,

No todos los pdlipos son capaces de convertirse en cancer con el paso del
tiempo. La probabilidad de que esto ocurra depende completamente del tipo de
polipo. Por tanto, existen factores que deben tomarse en cuenta para considerar si
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un polipo es propenso a desarrollar cancer o que aumente el riesgo, como tal, de

que una persona lo desarrolle. Estos factores se muestran a continuacion @

- Descubrimiento de un pdlipo con un tamafio mayor a un centimetro
- Descubrimiento de mas de dos polipos en la misma region.

- Descubrimiento de displasia después de la extirpacion de un polipo.

3.1.2.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE COLON
El cancer de colon da inicio con el crecimiento de tumores de menor tamafio,
benignos conocidos como pdlipos adenomatosos. Los cuales con el tiempo se

transforman en tumores cancerosos ©.

Es una patologia con aparicion global, actualmente se indica una incidencia
de casi un millon de casos diagnosticados anualmente y una mortalidad de
aproximadamente 500,000 casos, es la estirpe histoldégica maligna mas frecuente y
constituye mas del 95% de los casos de adenocarcinomas. Es un problema de salud
mundial, la neoplasia mas frecuente del aparato digestivo, el tercer tumor de mayor

incidencia a nivel mundial @9 y la segunda causa de muerte en Estados Unidos V.

El cancer colorrectal tiene una tasa de mortalidad de aproximadamente 19.6
por cada 100,000 habitantes y una tasa de incidencia de aproximadamente 46.4 por
cada 100,000 habitantes 9. Es el cancer mas comun a nivel mundial con un
diagnostico anual de méas de 1,000,000 de personas, siendo asi el tercer tipo de

cancer mas comun en el mundo para personas de ambos sexos (10,

En México el cancer colorrectal ya constituye el primer lugar en frecuencia de
los tumores del tubo digestivo ¥, Cada afio se diagnostican cerca de 15 mil nuevos
casos de personas con cancer de colon (2 enfermedad que, al tratarse
adecuadamente, permite la curacidon de 9 de cada 10 casos. Se estima que

anualmente seis mil 500 personas mueren en México por esta causa.

3.1.2.2 ESTADIFICACION DEL CANCER COLORRECTAL
El principal prondstico del cancer de colon es la estadificacion 19, En
resumen y segun la Comité Americano en Cancer (por sus siglas en inglés AJCC)

y la Unién Internacional contra el Cancer (UICC), como se muestra en la Figura 3.
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Estadio 0

Estadio 0, también denominado carcinoma in situ: Es la fase mas
temprana del cancer colorrectal. Las células tumorales se encuentran
situadas en la parte méas superficial de la mucosa y en ningun caso la
traspasa. No afecta ganglios linfaticos.

Estadio I: El tumor afecta a la pared del colon o recto sin traspasar la capa
muscular. No existe afectacion de ganglios linfaticos. Tratamiento
exclusivamente quirtrgico, con excelente prondéstico tras la intervencion.
Sin quimioterapia adyuvante.

Estadio II: El tumor ha filtrado todas las capas de la pared del colon y
recto. Puede invadir los 6rganos de alrededor. No se aprecia afectacion
ganglionar. Tienen un buen prondstico después de la reseccidn quirdrgica
curativa y no parecen beneficiarse de la quimioterapia adyuvante.
Estadio III: El tumor ha invadido los 6rganos mas préximos y afecta a los
ganglios linfaticos. Tras una cirugia con intencién curativa, los pacientes
con cancer colorrectal se benefician de la adicion de oxaliplatino a 5
Fluoro uracilo (5-FU) o a capecitabina como terapia adyuvante.

Estadio IV: El tumor se ha diseminado afectando a érganos alejados del

colon y recto como higado, pulmén, ovario o ganglio no regional.

Se disemina a otros érganos

Ganglio
linfético.

Vaso
sanguineo

Serosa

Capa
muscular

Submucosa

Mucosa

Figura 3. Estadificacion del cancer de colon ®9),
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Para la clasificacién de este cancer se utiliza también la Escala de Dukes, la
cual es utilizada para medir el estadio del cancer tanto de colon como de recto. Esta
gradacion tiene implicaciones sumamente importantes en el pronostico y en la

planificacion del tratamiento (3.

Dukes A: Tumor localizado en la mucosa.

- Dukes B: Tumor localizado en la submucosa, sin afeccion en ganglios
linfaticos.

- Dukes C1: Invacion del tumor a ganglios linfaticos sin atravesar la pared
intestinal.

- Dukes C2: Metastasis en ganglios linfaticos, atravesando la pared

intestinal.

3.1.2.3 CAUSAS DEL CANCER DE COLON
El cancer colorrectal puede clasificarse en esporadico o hereditario. Se cree
gue mas del 90-95% de estas neoplasias son esporadicas y un 5-10% parecen tener

un componente hereditario 19,

Uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de cancer de
colon es la edad, pues nueve de cada diez personas con este diagnostico tienen
mas de 50 afios, tomando en cuenta este dato podriamos corroborar que la
incidencia de cancer aumentara drasticamente para el afio 2030 pues, a medida
gue la poblacién mundial crece y envejece, las patologias como el cancer de colon

se diagnosticaran con mayor frecuencia.

Otro factor de riesgo importante para el desarrollo de esta patologia es la
dieta 9, Hoy en dia la alimentacion esta basada en un alto consumo de carnes
rojas, grasas, alimentos procesados y bajo consumo de frutas, verduras, fibra y
alimentos antioxidantes. Una dieta adecuada, por tanto, rica en fibra, minerales,
vitaminas y antioxidantes es el principal factor preventivo para el desarrollo de este

tipo de cancer.

El estilo de vida, la obesidad, el tabaquismo y el alcoholismo contribuyen

también al desarrollo de esta patologia. Ademas, se suman a estos factores de
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riesgo las personas con antecedentes de enfermedad inflamatoria intestinal,

enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa 9.

Por otro lado, el cancer colorrectal tiene una incidencia mayor en aquellos
pacientes que cuentan con condiciones hereditarias que predispongan en mayor
manera la patologia, como poliposis familiar, herencia de cancer de colon sin
relacion con poliposis o incluso algunas variantes del Sindrome de Lynch 1y Il y

colitis ulcerosa .

De manera general los factores asociados al riesgo de desarrollar cancer de
colon se dividen en independientes, siendo estos aquellos que no son modificables,

y dependientes aquellos que se pueden modificar e incluso prevenir 1)
- Factores de riesgo no modificables o independientes:

= Edad mayor a los 50 afos.

= Antecedentes personales patolégicos de polipos colorrectales,
diabetes mellitus tipo Il y enfermedad inflamatoria intestinal

= Antecedentes patolégicos familiares de pdlipos adenomatosos,
sindromes hereditarios como poliposis adenomatosa familiar, CCR
hereditario no asociado a poliposis o sindrome de Lynch, sindrome de
Turcot, sindrome de Peutz-Jeghers, poliposis asociada al gen
MUTYH).

- Dependientes:
= Dietasricas en carnes rojas y alimentos procesados, inactividad fisica,
obesidad, tabaco, ingesta de alcohol.

= Bajo consumo de frutas, verduras, fibra y alimentos antioxidantes.

También hay varios genes que se pueden heredar que incrementan el riesgo
de cancer de colon. Estos son genes de una amplia variedad de familias, incluidos

los genes de reparacion del ADN, como KRAS y P53.
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3.1.2.4 DIAGNOSTICO DEL CANCER DE COLON
Los principales sintomas asociados al cancer de colon o recto son: cambios
en los habitos de evacuaciones, sangre en el excremento, cdlicos continuos y

flatulencias o dolores abdominales ©).

El diagnéstico de esta patologia se basa en algunos procedimientos como
tacto rectal, rectosigmoidoscopia rigida o flexible con toma de biopsias, tomografia
axial computarizada, resonancia magnética del abdomen y pelvis y ecografia
endoscopica.

Toda la poblaciéon de adultos mayores a 50 afios debe tener un tamizaje, en
especial atencion para aquellos pacientes que cuenten con familiares de primera
linea con antecedentes de cancer de colon, por tanto, se establece como sugerencia

la realizacion de una colonoscopia de deteccion en los pacientes de esta edad @9,

La colonoscopia ofrece ventajas tanto terapéuticas como complementarias
durante el diagnostico por toma de biopsias. Sin embargo, actualmente hay una
disminucion bastante notable en el apego que tienen los pacientes al tamizaje para
el cancer colorrectal cuando se realiza mediante colonoscopia, en comparacion con

la sangre oculta en heces o la eleccion voluntaria de alguno de ellos.

Las pruebas de cribado de céancer colorrectal es otra de las causas
implicadas en la reduccién de la mortalidad y la incidencia. Tienen un papel
importante no solo en el diagnostico sino también en la prevencién pues implican la
deteccion y extirpacion de pélipos precancerosos, previniendo el desarrollo de

tumores malignos y/o su deteccién en estadios precoces (10,

En general, las pruebas de cribado colorrectal se pueden dividir en dos

grupos:

- Pruebas a base de muestras biologicas:
= Test de sangre oculta en heces: Se basa en la deteccion de la
actividad peroxidasa de la hemoglobina, emitida a la luz
intestinal de algunos adenomas y del propio CCR, debido a la

posible ulceracion y friabilidad de los mismos. Es un test muy
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barato. Sin embargo, presenta muchos falsos positivos. Por lo
gue la especificidad de la prueba es del 80%.

Test  inmunoquimicos  fecales: Incorpora  métodos
inmunolégicos tanto cuantitativos como cualitativos que
detectan especificamente sangre humana. Es un test que tiene
baja especificidad y alto costo.

Test de deteccion fecal de ADN humano fecal: Se basa en la
deteccién de mutaciones del ADN a través de heces, esta
prueba permite la deteccién de carcinomas no sangrantes.
Mejora de este modo la sensibilidad de las pruebas de sangre

oculta en heces. Sin embargo, es de alto costo.

- Pruebas basadas en imagenes: tienen como desventajas el alto corte, sin

embargo, el ahorro de costes se consigue con la deteccion en estadios

precoces de las neoplasias.

Colonoscopia: Es la mejor técnica para el cribado de CCR, se
considera la prueba gold standard o test de referencia. Permite
la visualizacion de todo el colon y ademas de detectar
neoplasias en pacientes de alto riesgo, permite en el mismo
acto la reseccion de polipos durante el proceso y la toma de
biopsias.

Sigmoidoscopia: Es una prueba de baja eficacia ya que solo
permite explorar hasta 60 centimetros, dejando parte del colon
proximal sin explorar.

Enema opaco: Se trata de una prueba de rayos X.

3.1.2.5 TRATAMIENTO DEL CANCER DE COLON

El principal tratamiento en esta patologia es la cirugia, siendo el primordial y

conocido como la piedra angular en la resolucién de este tumor. Es capaz de

producir una cura total en cerca del 50 % de los pacientes. La recidiva después de

la cirugia es un problema grave y con frecuencia es la causa definitiva de muerte @,
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El tratamiento estdndar para los pacientes de céancer de colon con
enfermedad localizada es la reseccion quirdrgica abierta de los ganglios linfaticos
primarios y regionales ®. Se sabe que el 90% de los pacientes con cancer de colon

se trata por medios quirdrgicos @9,

Aunque el tratamiento es Unicamente quirlrgico, en los casos de estadios I
de alto riesgo y estadio Il se complementa con quimioterapia adyuvante ©. Y, para
el manejo de la enfermedad metastasica (estadio V) se utilizan combinaciones de
guimioterapia y farmacos biolégicos. Sin embargo, la extirpacion quirargica del
tumor original no siempre es un tratamiento exitoso debido a la propagacién

microscopica @.

3.1.2.6 PRONOSTICO DEL CANCER DE COLON
En México no existe un estudio que permita conocer el seguimiento prestado
a la poblacion, por lo que seria deseable conocer cual es el seguimiento de la

poblacién médica respecto de este trastorno.

El pronostico de esta patologia se correlaciona de manera directa con el
grado en que el tumor haya penetrado la pared intestinal y con la presencia o
ausencia del proceso de invasion ganglionar. El seguimiento posterior al tratamiento
debe tomar en cuenta que el porcentaje de recurrencias posterior a una reseccion
se presentan en los primeros tres afos, siendo este entre el 80 y 90%. Y el 5%
restante puede presentarse después de los cinco afios posteriores a la cirugia. Por
tanto, en un paciente dado de alta posterior a la cirugia, debe ser preciso tener en
cuenta la realizacién de los lineamientos establecidos como exploracion fisica cada
tres meses los dos primeros afios y luego cada seis meses; determinacion del
antigeno carcinoembrionario cada tres meses los dos primeros afios y con
posterioridad cada seis meses; colonoscopia al afio y después cada tres o cinco
afos. Incluyendo también la tomografia computarizada por su elevada sensibilidad

para la definicion de recurrencia del cancer de colon y metastasis @9,

Sin embargo, es clara la idea que una alimentacion saludable, rica en
micronutrimentos, probidticos, fibra, bajo consumo de alimentos procesados o altos

en grasas Yy azlcares podria disminuir el riesgo de desarrollar cancer de colon (.
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3.1.3 MEDICINA TRADICIONAL Y CANCER

La medicina tradicional es actualmente una alternativa con gran relevancia
en el tratamiento de las enfermedades pues estd muy comprometida con la
busqueda de nuevos farmacos basados en algunos compuestos quimicos
obtenidos a partir de plantas llamadas medicinales, para el tratamiento de diversas

afecciones, dentro de las principales encontrandose el cancer.

De acuerdo con la OMS las plantas medicinales son definidas como cualquier
especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para
propdsitos terapéuticos o0 cuyos principios activos pueden servir de precursores para

la sintesis de nuevos farmacos @4,

México es un pais, se podria decir el unico privilegiado en biodiversidad, con
una cantidad de recursos naturales con propiedades medicinales ya conocidas,
donde a pesar de todo, solo se ha estudiado alrededor del 5% de las especies

medicinales con las que cuenta.

Actualmente se tiene una estimacion que mas del 75% de la poblaciéon
mexicana que vive en regiones poco desarrolladas emplean este tipo de medicina
para el cuidado de su salud y la de su familia. Sin embargo, el principal problema
de esto es que hoy en dia se desconocen aun las dosis para poder llevar un buen
control con su uso sin poner en riesgo la calidad de vida y la salud de quienes la
consumen, pues el contenido de muchas plantas puede variar segun las
condiciones genéticas de la tierra 0 ambientales. Por este motivo es esencial el
estudio de la medicina tradicional de forma cientifica para establecer los procesos
de estandarizacidon basandose en un metabolito que permita recetar estos

compuestos herbolarios con bases firmes y seguras 4,

Siendo el cancer un verdadero problema de salud publica es increible que
actualmente no exista un tratamiento adecuado para esta enfermedad. Sin
embargo, las plantas medicinales o aquellas consideradas dentro de la medicina
tradicional han sido estudiadas y han logrado demostrar que ayudan a combatir el

desarrollo de esta patologia.
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Tal es el caso del aguamiel que en la medicina tradicional mexicana ha sido
considerado como remedio para evitar las infecciones en las heridas, los
padecimientos renales y trastornos gastrointestinales. Se considera que parte de
sus propiedades curativas es debido al microbioma presente en él, compuesto por
bacterias y levaduras con potencial probiético y antimicrobiano 9.

3.1.4 AGUAMIEL

3.1.4.1 ORIGEN (Agave Salmiana)

En la Republica Mexicana se encuentra el origen de la familia Agavacea, a la
gue pertenece el género agave. Actualmente se describen 24 especies de esta
familia distribuidas en todo el continente americano, encontrandose en México la

mayor diversidad con 205 especies, entre ellas el maguey pulquero 6),

La planta de maguey pulquero (Agave salmiana) cuenta con hojas en forma
de roseta, gruesas y carnosas % (7 denominadas pencas. Estas pencas a su vez
se encuentran dispuestas sobre un tallo corto cuya pifia inferior no sale de la tierra
(16), son rigidas y con espinas en las puntas. Crece en clima semiseco y frio de la
altiplanicie mexicana. Es una especie que resiste sequias y se adapta con facilidad

a otros climas y tipos de suelos.

Se cultiva de los 1200 a 2500 metros de altitud en regiones con lluvias de
350 a 1000 mm anuales *® a 1800 metros a nivel del mar @9, principalmente en
zonas aridas y semiaridas 9. Su reproduccion se da principalmente por hijuelos
con un promedio de 84.6% y el cultivo in vitro con el 3.8%. que se desarrollan en la
base del tallo de la planta madre @8, El tamafio de las plantas para trasplantarse en
el terreno debe ser de 74 cm y una vez implantados los magueyes en el terreno, los
productores deben llevar a cabo algunas practicas culturales como el deshierbe,

abonado y la poda (9,

En agroecosistema el maguey es capaz de combinarse con maiz, trigo,
cebada, avena, chicharo, habas y papa; pero nunca con arboles frutales porque
producen sombra no benéfica para el desarrollo de la planta y la calidad del
aguamiel @8, Crece en clima templado con vegetacion compuesta principalmente

por bosques de pino y oyamel.
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La madurez de la planta va de los 10 a los 14 afios y ésta sera indicada por
el grosor del meyolote, rasgo morfolégico importante para la determinacion de la
maduracion del maguey. Cuando el meyolote esta delgado y largo, indica que esta
listo para ser capado y se dice que esta al hilo y si pasa este momento, después de
la aparicion de flores de maguey, se convierte en palmilla 9

Una vez capado el maguey, debe dejarse en un periodo de afiejamiento de
entre 4 y 8 meses, se conoce que entre mas cercano sea el tiempo al afio se
produce aguamiel de mejor calidad. Transcurrido este periodo, se pican y se dejan
los restos de las pencas en el centro de la planta por ocho dias; después se inicia
el raspado, siendo esta ultima practica crucial en cuanto a la cantidad y calidad del

aguamiel.

Cuando la planta esta en crecimiento y no ha sufrido alguna alteracion que
entorpezca su desarrollo se le denomina maguey entero. Cuando ésta ha madurado
lo suficiente debe ser capada extrayendo su yema apical floral para garantizar
mayor cantidad de aguamiel. Al concluir esta operacion el maguey dejara de

llamarse entero y sera capén 18,

Si a la planta no se le retira la yema de crecimiento o el conocido meyolote,
brotara del centro un tallo largo que producira su inflorescencia y posteriormente
semilla, dando resultado lo que se denomina maguey saltado. Este maguey ya no

producirda aguamiel (8),

Si un maguey deja de ser raspado un dia, corre el riesgo de no producir mas
aguamiel. Cuando esta planta ya no produce aguamiel, su pifia se extrae de la tierra,
se le retiran las raices, se corta por la mitad y se emplea como recipiente para
proveer de alimento a los animales. Sus pencas principalmente se destinan a la
produccion de barbacoa de borrego *®. De este modo no se desperdicia ningin

componente de la planta.

En nuestro pais se encuentran sembradas 3 mil 280 hectareas de esta
variedad de agave segun la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) en el afio 2014 17, Repartidas en 26 estados
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donde se cultiva maguey. De acuerdo con el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en el afio 2013, los principales productores de

maguey son los estados de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y el Estado de México @7,

Los pobladores mesoamericanos tienen una relacion estrecha con el maguey
que data de hace 10 mil afios. José Acosta en 1590 denomina esta planta como “el
arbol de las maravillas” debido a la variedad de aprovechamientos que ofrecia, entre
ellos se incluyeron: alimento (sustancias comestibles y materiales relacionados con
la preparacién de los alimentos, aguamiel, elaboracion de pulque a través de
aguamiel, condimento o ingrediente, miel, medio de coccién o insumo gastronémico
a través de los gusanos blancos o0 rojos de maguey), casa (elaboracion de
utensilios, muebles, enseres, productos de limpieza, combustible y fertilizante
ornamental), vestido (hilo o cordeles de intle; fibra vegetal resistente), fibra (inulina
de agave y Fructooligosacaridos o FOS) y medicina (Tratamiento de enfermedades
gastrointestinales y anemia), asi como agricola ya que otorgan proteccion y

regeneracion del suelo (19 (18),

El maguey suministra dos tipos de gusanos en temporadas de lluvia: gusanos
blancos y rojos. Los gusanos blancos viven en las pencas, son ricos en proteinas y
grasas y los gusanos rojos o chinicuiles viven en las raices de los magueyes jovenes

y son de sabor muy fuerte 18,

De las pencas del maguey se pueden obtener hilos para tejer costales,
morrales o pizas, redes de pesca y cordeles; también enteras se usan para techar
las casas a modo de tejado; los tallos secos sirven como vigas 0 cercas para
delimitar terrenos; las puas o espinas se utilizaban como clavos o agujas; del centro

del maguey se obtiene el aguamiel, bebida con propiedades curativas 9,

3.1.4.2 CULTIVO Y PRODUCCION DE AGUAMIEL

La regién productora de aguamiel y pulque mas importante fue la zona
conocida como “Los llanos de Apan”, abarcando diferentes estados como Hidalgo,
Puebla, Morelos, Tlaxcala y Estado de México °). Esta region para la primera mitad
del siglo XIX contaba con 250 mil hectareas y un aproximado de 206 millones de

magueyes.
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En el afio 1930 la superficie cultivada con magueyes era de 70 600 hectéreas,
en el aflo 1950 de 47 500 y en el afio 1970 de 22 600 hectareas; esto muestra
claramente una disminucion de la superficie con maguey en el pais 19, En el periodo
del 2006 al 2014 el cultivo de maguey tuvo una reduccion a solo algunos cientos de
hectareas cultivadas y la produccion de aguamiel y pulque a miles de litros, anual
segun el Servicio de informacion agroalimentaria y pesca en el afio 2014.

En la época prehispanica la ingesta de aguamiel tenia un sentido religioso.
Se consideraba un fuerte estimulante o embriagante ritual, no era considerado una
bebida ordinaria. Fue durante el tiempo del porfiriato dénde aparecio la cerveza

convirtiéndose en el gran rival del pulque o aguamiel fermentado.

La industria cervecera jugé un papel importante en la campafa acérrima de
desprestigio contra el pulque ya que difundié muchos mitos alrededor de la bebida,
el mas comun: que el pulque se fermentaba con excremento de animal o ser
humano, hecho falso ®®. Fue asi como desde década de 1960 surgidé una

disminucién en su demanda debido al crecimiento en el consumo de cerveza.

3.1.4.3 CARACTERISTICAS DEL AGUAMIEL

El aguamiel es el principal producto derivado del maguey pulguero. Se han
encontrado evidencias en Teotihuacan, Estado de México e Hidalgo que muestran
gue esta planta ha sido utilizada para la obtenciéon de aguamiel desde hace 3 mil

500 afios 19,

Es la savia que exuda la pifia del maguey después de haber sido raspado,
es producido de manera natural por hidrélisis de sus fructanos y es la materia basica
con la que se fabrica la bebida tradicional mexicana conocida como pulque. Es

conocido también por otros nombres como: tlachique, néctar de agave o hidromiel
1)

Se le adjudican propiedades benéficas como suplemento alimenticio,

probidtico y diurético ademas de ser una bebida con bajo indice glucémico 7).

Su vida util es de 2 horas aproximadamente a temperatura ambiente, debido

a que es un producto altamente susceptible a fermentacion se destina
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principalmente a la elaboracién de pulque o jarabes fructosados como la miel de

maguey.

Por el alto contenido de saponinas se ha encontrado que el maguey pulquero
tiene beneficios medicinales como diurético y remedio para enfermedades

intestinales, con una ingesta en ayunas y no mayor a un vaso de 240 ml al dia (8),

Los investigadores del centro de investigacion en biotecnologia aplicada del
Instituto Politécnico Nacional en Tlaxcala demostraron que los microorganismos
aislados del pulque tienen capacidad de inhibir el crecimiento de ciertas bacterias
patégenas como Escherichia coli, Shigella sp y Samonella sp @9,

3.1.4.4 PROCESO DE MANUFACTURA DEL AGUAMIEL

La cadena productiva de maguey pulquero comprende cinco eslabones:
productor, tlachiquero, tinacalero, expendor/duefio de pulqueria y consumidor (19,
De este modo en el Valle del Mezquital, el maguey forma parte de la economia
basica a nivel familiar pues personas aun ven en esta planta el principal medio de

subsistencia (19,

Los tlachiqueros son aquellas personas encargadas de capar y raspar el
maguey para la obtencion del aguamiel, la mayoria comparte creencias para la
obtencion del aguamiel. Se cree que, si el maguey es capado en luna llena y se
raspa en luna tierna o cuarto creciente, entonces se evitara con esto la pudricion de

la planta @9,

Para el raspado del aguamiel se utilizan acocotes de madera, de guaje o de
fibra de vidrio. Posterior al raspado es depositado en tinas de madera para esperar

su fermentacion.

En algunos municipios se lleva a cabo el control de plagas, los productores
ponen cal a la parte basal de las pencas para el control de caracoles con el propdsito

de evitar la contaminacion del aguamiel.
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3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

3.2.1 COMPOSICION DEL AGUAMIEL, PROPIEDADES PROBIOTICAS Y SU
USO CONTRA EL CANCER

El aguamiel es la savia o jugo extraido de algunas especies del género Agave
salmiana, su produccién se destina generalmente a la elaboracion de una bebida

artesanal fermentada, alcohdlica, llamada pulque.

De acuerdo con su composicion quimica el aguamiel contiene en 100 gramos
89.61% de humedad, 3.1% de ceniza, pH de 4.5 a 7.5 y acidez de 0.06 mg (mg/100

g de &cido lactico).

También contiene 3.5 gramos de proteina, 28.68 g de glucosa total, 61.31 g
de azucares reductores totales, 12.90 g de sacarosa, 10.2 g de fructooligosacaridos
y 1-2 g de saponinas (actividad antiinflamatoria) 2.

Tabla 1. Contenido de minerales en el aguamiel por 100 gramos @2,

Minerales mg/100 gr‘
Potasio 120.44

Calcio 11.70
Sodio 0.83
Hierro 0.81
Zinc 0.18
Cobre 0.07

Magnesio 0.055
Selenio 0.045
Plomo 0.015

Su contenido de minerales por 100 gramos de aguamiel se muestra en la
Tabla 1. Y es de 120.44 mg de potasio 11.70 mg de calcio y 0.83 mg de sodio.
Proporcionando 3.43%, 1.17% y 0.03% respectivamente, de la ingesta diaria
recomendada por la FAO/OMS, la cual en nutricion es la dosis minima recomendada

que debe consumirse de un nutriente para mantener un estado de salud sano,
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siendo asi para potasio de 3510 mg/dia, para calcio 1000 mg/dia y para sodio 2400
mg/dia en una dieta normal ®?. Contiene también 0.81 mg de Hierro, 0.18 mg de
zinc, asi como 0.07 mg de cobre, 0.055 mg de magnesio, 0.047 mg de selenio y
0.015 mg de plomo (no considerado téxico para el consumo humano siendo la
cantidad tolerable de 0.243 mg por dia) 2.

El contenido de vitaminas solubles en agua en 100 gramos de aguamiel se
muestra en la Tabla 2. Las vitaminas del complejo B participan en la regulacion del
metabolismo de la energia mediante la modulacion de la sintesis y degradacion de
los hidratos de carbono, grasas, proteinas y compuestos bioactivos 2.

Tabla 2. Contenido de vitaminas en aguamiel por 100 gramos 2,

Vitaminas mg/100 gr ’
Tiamina (By) 0.10
Riboflavina (B2) 0.38
Niacina (B3) 4.777
Piridoxina (Bs) 0.57
Vitamina C 17.99

Segun las ingestas diarias recomendadas de vitaminas dadas por la FAO, es
necesario consumir 1.2 mg de B1 o Tiamina, 1.3 mg de B2 o Riboflavina, 1.3 mg de
B6 o Piridoxina y 20 mg de Vitamina C o acido ascérbico. Por tanto, el aguamiel
proporcionaria 8.33%, 29.23%, 34.07% y 89.95% de las necesidades diarias

recomendadas de B1, B2, B6 y vitamina C, respectivamente (2,

Por tanto, el aguamiel podria reducir el riesgo de anemia y deficiencia de

hierro por su contenido de vitaminas y minerales 2.

El aguamiel también contiene aminoacidos esenciales importantes como se
muestra en la Tabla 3. Dentro de ellos se encuentran: acido glutamico, lisina,
isoleucina, leucina, metionina, valina y fenilalanina. La valina es un aminoacido
necesario para el crecimiento y mantenimiento de los tejidos del cuerpo y la

fenilalanina es utilizada en la produccion de tirosina y tres hormonas importantes
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(epinefrina, norepinefrina y tiroxina). Y algunos aminoacidos no esenciales como
serina, prolina, treonina, alanina, tirosina e histidina. El contenido total de

aminoacidos en 100 gramos de aguamiel es de 0.20 g 2.

El contenido total de fenol en el aguamiel es de 3.02 equivalentes de acido
galico por gramo de aguamiel. Su actividad antioxidante por DPPH es de 8.72
capacidad antioxidante equivalente a trolox/ gramo de aguamiel (mayor actividad

antioxidante que el zumo de naranja con 6.7 equivalente a trolox/g) @2,

Tabla 3. Contenido de aminoacidos esenciales en aguamiel por 100 gramos ?2,

Aminoacidos esenciales mg/100 gr

Acido glutamico 20.08 mg
Valina 16.35 mg
Fenilalanina 10.03 mg

En la medicina tradicional mexicana el aguamiel ha sido considerado como
remedio para evitar las infecciones en las heridas, los padecimientos renales y
trastornos gastrointestinales. Se considera que parte de sus propiedades curativas
es debido al microbioma presente en el aguamiel, el cual estd compuesto por

bacterias y levaduras con potencial probiético y antimicrobiano 9,

En un estudio realizado por Arredondo ?®, se lograron aislar 24 cepas
bacterianas Gram-positivas distribuidas segun su morfologia en: bacilos (21%),
cocos (8%), diplococos (33%), closters (17%) y tétradas (21%). De estos, un total
de 16 resultaron tolerantes a 6.5%NaCl y 8 aislados tuvieron capacidad de crecery
reproducirse en un medio alcalino con un pH de 9.6. el 71% de estas cepas fueron
capaces de fermentar los azlUcares presentes (glucosa, sacarosa y lactosa).
Durante este mismo estudio en la identificacion taxonomica se determinaron 12
bacterias productoras de acido lactico pertenecientes a los géneros Leuconostoc
spp, Lactococcus spp, Pediococcus spp, Enterococcus spp, y 2 del género Bacillus
spp. Estos géneros bacterianos identificados en este estudio forman parte del
microbioma bacteriano habitual del aguamiel. Por tanto, este estudio concluye que

el aguamiel es una fuente importante de bacterias productoras de acido lactico
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(BAL) y Bacillus sp, con capacidad fermentativa y un amplio rango de crecimiento
bajo diferentes condiciones de pH, temperatura y nutrientes, con potencial
biotecnologico en la industria de alimentos y farmacéutica. Mencionando
propiedades bioquimicas importantes como la descarboxilacion de ornitina,
actividad de la catalasa, desaminacién de lisina y motilidad, las cuales podrian

explicar el mecanismo de accién de dichos microorganismos.

Mediante el proceso de maduracion del aguamiel surge una fermentacion
lactica y alcohdlica que da como resultado la bebida alcohélica tradicional mexicana
denominada pulque. La produccion de polisacaridos extracelulares distingue al
aguamiel, pues estos le confieren su viscosidad tipica que depende completamente
del tiempo de su maduracion. En algunos estudios se nombra a Leuconostoc
mesenteroides como la bacteria lactica responsable de la produccién de

exopolisacaridos de tipo dextrana a partir de sacarosa presente de aguamiel 9,

El pulqgue es una bebida obtenida de la fermentacion de los azucares
presentes en el aguamiel extraido de diferentes especies de magueyes, como son:
Agave americana, A. atroviren, A. ferox, A. mapisaga y A. salmiana. De esta bebida
ha sido posible aislar cepas de microorganismos con actividad probiotica;

microorganismos resistentes a las sales biliares, al pH acido y a los jugos gastricos
(24)

Los principales compuestos del aguamiel son azltcares como la sacarosa y
la glucosa, los cuales se encuentran en mayor concentracion cuando el estado de

maduraciéon del maguey esta entre los 7 y 8 afios 4,

La fermentacion de estos azlcares comienza en el centro del maguey gracias
a la actividad del microbioma de este, con la ayuda de microorganismos autéctonos
como levaduras, bacterias lacticas, bacterias productoras de etanol y bacterias
productoras de exopolisacaridos. Su fermentacion va de las 12 a las 48 horas
cuando se encuentra en un recipiente gque no contenga sustancias que inhiban los

microorganismos mesofilicos presentes, a una temperatura de 25° 1.
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Conforme pasa el tiempo de maduracion del aguamiel, se comienzan a
presentar cambios de gran importancia como un incremento en el porcentaje de

alcohol y en la formacién de exopolisacaridos @2,

Los agentes encargados de realizar la fermentacién alcohdlica, acida y
viscosa del aguamiel son levaduras, bacilos Gram positivos y bacilos Gram

negativos (*8).

El aguamiel contiene microorganismos de los géneros: Lactobacilos, capaces
de incrementar la acidez lactica; Leuconostoc (mesenteroides y dextraanicum),
responsables de su nivel de viscosidad; Saccharomyces carbajail sp., siendo este
un fermentador alcoholico; y Pseudomonas lindneri, principales productoras de

etanol. Algunos de estos géneros microbianos presentan potencial probiético 4,

A partir del aguamiel pueden ser recuperados algunos grupos microbianos
como Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus (Lactobacillus acidophilus, L. hilgardi, L.
plantarum); Proteobacterias como Acetobacter pomorium; Hongos levaduriformes
como Sacharomyces cerevisiae y Saccharomyces sp %, Estos grupos microbianos
actuan por via oral en la reduccion de enzimas asociadas al desarrollo de algunas
patologias como el cancer gastrico, siendo estas nitrooreductasas, azoreductasas
y glucoronidasas; tienen también un efecto antimicrobiano gracias a su produccion
de acidos organicos, enzimas, bacteriocinas y competencia por nutrientes con los

patdgenos intestinales @Y,

Los microorganismos con actividad probidtica tienen actualmente el interés
de la comunidad cientifica por la importancia que han demostrado tener en la
prevencion y tratamiento de algunas problematicas de salud. El aguamiel presenta
una microflora con potencial probiético que tiene ventajas actualmente sobre

algunos probidticos presentes en diferentes productos comerciales @4,

Levaduras y bacilos gran positivos han sido reportados en estudios anteriores
realizados por Escalante y colaboradores durante el ailo 2004, quienes identifican
por andlisis de ADNr 16S doce cepas, de las cuales 6 corresponden al género de

Lactobacillus, bacterias acido-resistentes y que en el caso de algunas especies ya
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se ha demostrado su capacidad probidtica como es el caso de L. Reuteri. No fueron
aisladas bacilos Gram negativos que pudieran indicar alguna contaminacion de

origen fecal 9.

El aguamiel es una bebida tradicional en la cultura mexicana, cuenta con
propiedades que inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas y estimula a su vez
el crecimiento de la flora intestinal por lo que se le puede considerar como bebida
probidtica ya que facilita la movilidad intestinal 16).

El aguamiel contiene fructooligosacéaridos susceptibles a la fermentacién
coldnica por los microorganismos presentes, los cuales son capaces de producir
acidos grasos de cadena corta, reducir niveles de lipidos y glucosa en sangre y
disminuir a su vez la incidencia de lesiones gastricas. Estos acidos grasos de
cadena corta son detectados por receptores especificos de acoplamiento a
proteinas G (GPR), los cuales estan directamente involucrados en la regulacion del
metabolismo de los lipidos y la glucosa. Sin embargo, es bien conocido que el nivel
de glucosa en plasma se determina por la absorcion a través de los alimentos,

gluconeogénesis y por la absorcion por multiples 6rganos 2.

El aguamiel es rico en hidratos de carbono, polisacéaridos y fructanos como
la inulina y los oligbmeros de fructosa (FOS). Actualmente estos
fructooligosacéridos en la industria alimentaria son utilizados como probiéticos ya
gue son capaces de mejorar la microbiota intestinal gracias a su capacidad de
modular la funcion intestinal y el tiempo de transito, asi como su capacidad para
activar el sistema inmunoldgico para aumentar la produccion de acido butirico y
otros acidos grasos de cadena corta, aumentan a su vez la absorcion de minerales
como el calcio y el magnesio e inhiben lesiones precursoras tanto de adenomas
como carcinomas. Por tanto, por su actividad probiética puede reducir los factores
de riesgo que intervienen en el desarrollo de algunas patologias como las

cardiovasculares, cancer de colén y la obesidad 2.

Los FOS de cadena corta contenidos en el aguamiel tienen su fermentacién
en el colon proximal. Esta fermentacién colénica conduce al crecimiento selectivo

de bifidobacterias, mejor absorcion de calcio y hierro, disminucion del indice
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glucémico y prevencion del desarrollo del cancer de colon. Las mayores
concentraciones de 4cidos grasos de cadena corta se encuentran por tanto en la

parte proximal del colon y los principales son acetato, propionato y butirato ).

El butirato cuenta con propiedades antiinflamatorias importantes gracias a la
inhibicién del factor nuclear Kappa B (NFkB) que controla la inflamacién actuando
como un factor de transcripcion. El propionato a su vez posee la capacidad de
inducir la hiper acetilacion de las histonas las cuales son un tipo de proteina
presente en los cromosomas, estas se unen al ADN y ayudan a dar forma a los
cromosomas y a controlar la actividad de los genes 2,

El aguamiel al ser rico en azucares y proteinas pasa a ser un sustrato
nutricionalmente enriquecido que puede favorecer el crecimiento de poblaciones
microbianas. Su consumo por si solo suple el papel del agua para la ingesta de

personas y animales en algunas poblaciones del Valle del mezquital ).

El contenido proteico en el aguamiel depende de la época de cosecha y
especie utilizada de maguey, asi como de las condiciones climéticas en que se
efectia la cosecha @®. El consumo de aguamiel provee 50% del aporte proteico
diario recomendado en comunidades que no tienen acceso a productos carnicos y

en algunas comunidades del Valle de México.

Los probidticos son microorganismos que surgieron en los afios 60s. La
palabra probiético deriva de dos vocablos del latin, “pro” que significa “por” o “en
favor de” y del griego “bios” que quiere decir “vida”, por tanto, el significado de la

palabra es en pro de la vida o a favor de la vida 2

Los probidticos son aquellos microorganismos vivos y compuestos que
participan en el balance y en el desarrollo microbiano intestinal mediante diversos
mecanismos; también reciben nombres como bioterapeuticos, bioprotectores o
bioprofilacticos ya que se han utilizado en estudios como parte del método
preventivo de infecciones entéricas y gastrointestinales. Pues tienen diversas
funciones importantes que van desde la reduccién de la colonizacién de patégenos,

disminucién y supresion de la produccion de factores de virulencia, estimulacion de
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la respuesta inmunologica, hasta produccibn de compuestos con actividad
antimicrobiana y antiviral en el intestino, bronquios, aparato genital urinario y
glandulas mamarias, es decir que pueden tener efectos sobre las mucosas de

manera general ),
Los probiéticos se clasifican en dos grupos @9

- Bacterianos: Corresponden los géneros de Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus y Bacillus y cepas no patégenas
de E.coli que compiten con su homdélogo patdgeno.

- Levadura: El tnico probidtico de tipo levadura que existe es Saccharomyces
boulardii.

En una version persa del antiguo testamento en el génesis ya se apuntaba
que la longevidad de Abraham era debida al consumo de leche agria. Ya en el siglo
76 a.C el historiador romano Plinio recomendaba la administracion de lacteos

fermentados para tratar la gastroenteritis (),

En 1908 el premio nobel Elie Metchnikoff atribuyo la longevidad de ciertas
poblaciones balcanicas al consumo habitual de lacteos fermentados, que contenian
lactobacilos que reducirian las toxinas producidas por las bacterias intestinales,

promoviendo la salud y prolongando la vida @7,

El término prebidtico entonces hace referencia a los ingredientes que
contienen los alimentos no digeribles que son capaces de estimular el crecimiento
y la actividad de un tipo o de un nimero limitado de bacterias en el colon se manera
selectiva. La ingestion de fructooligosacaridos e inulina presentes en el aguamiel,

favorecen a las bifidobacterias de esta forma selectiva @7,

Los probidticos mejoran el equilibrio de la microbiota intestinal, reducen la
severidad de la diarrea, previenen la diarrea asociada a antibioticos, reducen
cualquier sintoma de intolerancia a la lactosa y del intestino irritable, estimulan el
sistema inmune y mejoran la biodisponibilidad de los nutrientes, asi como reducen

el riesgo de cancer de colon ),

36



Para ser considerado un alimento probidtico, este debe ser no patogénico,
no toxico y resistente tanto a un pH bajo como a las sales biliares para con esto
mejorar la sobrevivencia en el tracto gastrointestinal. La mayoria pertenece a dos
géneros de bacterias productoras de &cido lactico: Lactobacillus y Bifidobacterium,
pero también se utilizan Saccharomyces y Enterococcus 9.

Gracias a su estudio en diversos trabajos, se han propuesto algunos
probidticos para reducir el riesgo de cancer de colon en animales de laboratorio
pues existen pruebas en diferentes fuentes que apoyan fielmente la idea de que la
microflora coldnica interviene directamente en la etiologia del proceso
descontrolado de crecimiento celular o cancer 9. Los microorganismos probioticos
son capaces de modificar la microflora pues aumentan el nimero de lactobacilos y

bifidobacterias en el colon.

Las pruebas de que los probidticos influyen en la carcinogénesis se derivan

de una serie de fuentes 9,

Efectos sobre las actividades enziméticas bacterianas.

Efectos anti genotoxicos in vitro e in vivo.

Efectos sobre lesiones precancerosas en animales de laboratorio.
Efectos sobre la incidencia tumoral en animales de laboratorio.

Estudios epidemioldgicos y experimentales en seres humanos.

S S o

Efectos de los probiéticos sobre las actividades enzimaticas bacterianas.

La microflora presente en el colon es capaz de generar mutadgenos,
carcinégenos y promotores tumorales a partir de algunos precursores obtenidos por
medio de la dieta o producidos de manera endbgena. Por ejemplo, la enzima
betaglucuronidasa, participa en la liberacion de una serie de carcindgenos dietéticos
en el colon a partir de su forma conjugada como los hidrocarbonos aromaticos
policiclicos. Sin embargo, es necesario destacar en este punto que la hidrélisis del
glucésido por la flora intestinal puede dar lugar a la generacién de algunas
sustancias anticarcin6genas y antimutagénicas potenciales en forma de

flavonoides.
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Se han utlizado probidticos en numerosos trabajos en modelos
experimentales con resultados prometedores, pues se ha identificado en ellos un
importante papel de la microflora intestinal en el metabolismo de los acidos biliares
(acido colico y quenodesoxicélico) en acido desoxicolico y litocélico, los cuales se
considera que poseen una actividad estimuladora tumoral. Existen también otros
promotores importantes en el desarrollo de tumores, como el amoniaco, los fenoles
y cresoles, los cuales también se generan por desaminacion de aminoacidos como

la tirosina, por bacterias intestinales.

Las especies de Bifidobacterium y Lactobacillus causan una reduccion en las
enzimas que participan en la formacion y el metabolismo de los carcinogenos. Por
tanto, el aumento de la proporcion de bacterias acido lacticas en el intestino
modificaria de manera benéfica los valores de enzimas metabolizadoras de
xenobidticos. Se han realizado trabajos que tienen como objetivo adquirir mayores
conocimientos sobre la forma en la que la administracion de probidticos afectaria al

metabolismo de la microflora intestinal (19,

Los probidticos en la practica clinica presentan efectos metabdlicos con gran
relevancia, favorecen la absorcion de agua y calcio, modulan a su vez el
metabolismo lipidico, tienen un efecto directo en la masa fecal (prevencion y
tratamiento del estrefiimiento), efectos protectores como en la prevencion de
infecciones intestinales y sistémicas debido a la traslocacién bacteriana vy
prevencion y control de la enfermedad inflamatoria intestinal y por tanto, reduccion

del riesgo de cancer colorrectal 7).

Los probidticos también se han propuesto para el tratamiento de la
Enfermedad Inflamatoria Intestinal por su efecto sobre el crecimiento de los
lactobacilos y bifidobacterias ya que favorecen la produccion de &cidos grasos de
cadena corta, previenen la adherencia de las bacterias patdégenas, favorecen la

produccion de antibiéticos y el descenso del pH intraluminal 7).

Por tanto, los probi6ticos han demostrado tener un papel importante en la
prevencion de la diarrea asociada a antibiéticos la cual es una complicacion muy

frecuente en el ambito hospitalario. El uso de probidticos en esta patologia se
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plantea con el objetivo de reestablecer la microbiota intestinal, aumentar la
respuesta inmunitaria, competir con las bacterias patégenas y retirar sus toxinas.
Con esto, asegurando una buena absorcion y evitando el dafio causado por los

antibioticos, los cuales barren con la microbiota intestinal ©@7).

Existe un estudio randomizado en humanos, controlado frente a placebo con
el uso de simbidticos que contenian oligofructosa, inulina, Lactobacillus y
Bifidobacterium en 43 pacientes intervenidos de pélipos colénicos y 37 pacientes
con cancer de colon. Durante el estudio se obtuvieron muestras de heces y sangre
antes, durante y después de la intervencién, y se obtuvieron muestras de biopsia
colorrectal antes y después de la intervencion. Se examino el efecto del consumo
simbidtico sobre una bateria de marcadores bioldgicos intermedios para el cancer
de colon. La intervencion simbidtica mostro cambios significativos en la flora fecal:
Aumento de Bifidobacterium y Lactobacillus y disminucion de Clostridium
perfringens. La intervencion por otra parte redujo significativamente la proliferacion
colorrectal y la capacidad del agua fecal para indicar necrosis en las células del
colon y mejorar la funcién de barrera epitelial en pacientes intervenidos por polipos
colonicos. Los ensayos de genotoxicidad de las muestras de biopsia de colon
indicaron una exposicion disminuida a las genotoxinas en los pacientes intervenidos
con poélipos colonicos al final del periodo de intervencion. EI consumo de estos
simbidticos por otra parte evito el aumento de la secrecion de interleucina 2 por las
células mononucleares de sangre periférica en los pacientes con polipos colonicos
y aumento a su vez la produccion de interferon gamma en los pacientes con cancer
de colon. Por tanto, se demostré que ademas de mejorar la flora fecal también
mejoraron diversos biomarcadores genéticos, celulares, inflamatorios e

inmunoldgicos y con esto se logré reducir el riesgo tedrico de cancer de colon @7,

La Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla presento el trabajo clinico
controlado, doble ciego y placebo control sobre los efectos de una bebida simbiética
basada en aguamiel como tratamiento nutricional coadyuvante para el Sindrome del
Intestino Irritable. Se evalud en este estudio la combinacién de una dieta restringida

en sodio, tipo DASH y baja en FODMAP y raciones con una bebida simbiética y su
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efecto en sintomas gastrointestinales y calidad de vida en 26 pacientes con Sli
referidos de un hospital publico de tercer nivel vs pacientes que recibieron una
bebida placebo con dos cepas de bacterias acido lacticas a 250 mi/dia por un
periodo de 28 dias. Con base en el cuestionamiento IBSS (Irritable Bowel
Syndrome Severity Score), al final del tratamiento ambos grupos mostraron
reducciéon de la gravedad de los sangrados gastrointestinales en 73.81%,
disminucion del dolor en 71.31% y reduccion de la distencion abdominal en 56.96%.
En este estudio, el beneficio global se atribuy6 a la dieta DASH/ baja en FODMAP

en combinacion con el uso de aguamiel %8,

El efecto de las bacterias acido-lacticas sobre la induccion de mutaciones
mediante una amplia variedad de carcin0genos in vitro se ha estudiado utilizando la
prueba de Ames. Los carcindégenos utilizados incluyen las sustancias N-nitrosas N-
metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) y N-metilnitrosourea (MNU), aminas
heterociclicas y aflatoxina B1. En conjunto, los resultados indican que diversas BAL
inhiben la genotoxicidad de los carcindgenos dietéticos in vitro %, Sin embargo, el

grado de inhibicién depende completamente de la especie.

Por ejemplo, se demostré que L. casei y L. lactis inhibieron la actividad
mutagénica de las sustancias nitrosadas de la carne de buey en mas de un 85%,
mientras que L. confusus y L. sakei carecieron de efecto 1®, Es probable que estos
resultados son consecuencia de la unién de los mutagenos por las bacterias acido

lacticas, esta unidn parece ser altamente dependiente del pH.

Los mismos investigadores utilizando la técnica de electroforesis en microgel
de célula unica (prueba Cometa) investigaron la capacidad de una serie de especies
de BAL para inhibir la lesién del ADN en la mucosa del colon de ratas tratadas con
los carcinbgenos MNNG o 1,2-dimetilhidracina (DMH). Todas las cepas de
lactobacilos y bifidobacterias examinadas como L. acidophilus (aisladas a partir del
yogur), L. gasseri, L. confusus, B. breve y B. longum, previnieron la lesion del ADN
inducida por MNNG cuando se administraron a una dosis de 10'° células/kg de peso
corporal, 8 horas antes del carcindgeno. En la mayoria de los casos, la lesiéon del

ADN se redujo hasta un nivel similar al de ratas no tratadas. Streptococcus
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thermophilus no fue tan eficaz como las otras cepas de BAL. El efecto protector fue
dependiente de la dosis: dosis de L. acidophilus que representaron un 50 y un 10%
de la dosis original fueron menos eficaces en la disminucién de la lesién del ADN
inducida por MNNG. Y lo que es mas importante todavia, el tratamiento por calor de
L. acidophilus abolié su potencial antigenotoxico, lo que indica la importancia de las
células viables. Se obtuvieron resultados similares cuando se examinaron cepas
BAL en ratas a las que se administr6 DMH como agente lesionante de ADN. Una
vez mas, todos los lactobacilos y bifidobacterias inhibieron potentemente la lesién
del ADN en la mucosa del colon, mientras que S. thermophilus fue mucho menos

eficaz 19,

La prueba cometa también fue utilizada para evaluar el efecto de la lactulosa
sobre la lesion del ADN en la mucosa del colon. Se alimentaron ratas con dieta que
contenia 3% de lactulosa, a las cuales previamente se les habia administrado DMH
y demostraron una menor lesion del ADN en las células del colon en comparacion
con aquellas ratas alimentadas con una dieta a base de sacarosa. Demostrando
gue el grupo de ratas alimentadas con dieta a base de sacarosa presentd una lesion
severa del ADN del 33% del total, comparado con el primer grupo de ratas con 3%
de lactulosa que presenté un 12.6% del total. Estos resultados proporcionan
pruebas de que tanto las BAL como los prebidticos producen efectos protectores

frente a los estadios precoces del cancer de colon. @5

Los patrones epidemioldgicos del cancer de colon implican la dieta alta en
carnes rojas como un factor de riesgo principal para el desarrollo de esta patologia,
a partir de esto se sugiere la idea que el alto consumo de productos lacteos
fermentados aumenta el nimero de lactobacilos en la flora fecal y por tanto,

contrarresta este factor de riesgo.

Como prueba de esta hipétesis Goldin y Gorbach investigaron el efecto de L.
acidophilus sobre la incidencia de tumores de colon en ratas tratadas con DMH (1,2-
dimetilhidracina) el cuél es un isémero cancerigeno que ademas actia como agente
metilante in vivo. Durante este estudio, se administraron 20 mg de diclorhidrato de

1,2-dimetilhidrazina / kg de peso corporal durante 20 semanas a ratas F344
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endogamicas machos. Se demostré que las ratas que consumieron una dieta de
carne de res que simulaba una dieta "occidental" tuvieron tasas mas altas de cancer
de colon que las ratas alimentadas con granos (83% frente al 31%,
respectivamente). Adicional a esta dieta tipo occidental, se proporcioné en la dieta
de las ratas cultivos viables de Lactobacillus acidophilus luego que las ratas habian
sido estimuladas con diclorhidrato de 1,2-dimetilhidrazina. La incidencia de cancer
de colon después de un periodo de induccién de 20 semanas fue menor en los
animales que recibieron L. acidophilus (40% frente a 77% en los controles), pero no
se distinguié ninguna diferencia en la incidencia después de un periodo de 36
semanas. Por lo tanto, los suplementos dietéticos de L. acidophilus parecen

aumentar la latencia o el tiempo de induccién del cancer de colon experimental 5,

Las bacterias acido-lacticas y otras bacterias intestinales absorben o se unen
de forma in vitro a diversos carcinégenos de origen alimentario, incluyendo las
aminas heterociclicas formadas durante la coccién de la carne, la toxina fangica
aflatoxina B1, benzopireno y el contaminante alimentario AF2. Esta absorcion en
diversos estudios parece ser un fendmeno fisico, principalmente debido a un

intercambio de cationes.

Haciendo referencia a este planteamiento se llevd a cabo un estudio en 11
individuos que como parte de su dieta durante 2 dias consumieron hamburguesas
fritas (fuente rica de mutagenos de tipo pirolisato detectables en la orina), al primer
grupo se le administré leche con Lactococcus como control 2 dias antes de los
suplementos dietéticos de hamburguesas fritas hasta los 6 dias después de su
consumo y al segundo grupo se le administré Lactobacillus acidophilus en el mismo
tiempo de exposicidon. Se logré observar una disminucién de la excrecién urinaria
de mutagenos en un 50-70% y la excrecion de mutagenos fecales también

disminuy6 en un 30%.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de colon es una afeccion global que tiene una incidencia anual de
casi un millén de casos y una mortalidad de 500 000 casos, actualmente es la estirpe
histologica maligna més frecuente y constituye méas del 95% de los casos del
adenocarcinoma. Es un problema de salud mundial, la neoplasia mas frecuente del

aparato digestivo y el tercer tumor de mayor incidencia.

En México el cancer colorrectal ya constituye el primer lugar en frecuencia de
los tumores del tubo digestivo. Cada afio se diagnostican cerca de 15 mil nuevos
casos de personas con cancer de colon segun lo mencionado por el Instituto
Mexicano del Seguro Social en el afio 2019, enfermedad que, al tratarse
adecuadamente, permite la curacion de 9 de cada 10 casos. Se estima que

anualmente seis mil 500 personas mueren en México por esta causa.

La OMS estima que en el afio 2030 los nuevos casos de cancer de colon van
a sobrepasar los 20 millones anuales. Sin embargo, se calcula que hasta el 50% de
los casos pueden ser prevenibles mediante la adopcion de habitos saludables,
sistemas de vacunacion, diagnosticos y tratamientos oportunos, asi como con el

uso de probioticos y antioxidantes.

La mayoria de las personas al hablar de productos probioticos lo relacionan
con productos lacteos fermentados y no considera otros elementos como los
aminoacidos o azucares del agave pulquero o maguey, siendo esta una especie
gue tiene como objetivo principal generar reacciones benéficas al intestino
produciendo un alimento rico en cepas probidticas, minerales, vitaminas vy fibra

llamado aguamiel.

El patrén alimentario que llevan las comunidades en México presenta una
transformacién constante en términos de diversidad de productos y con eso una
transgresion tanto de los habitos y costumbres como de la calidad nutricional de las

comunidades.

43



Aunado a los problemas de la falta de alimentos nutricionales que consume
la poblacion mexicana, varias comunidades rurales se encuentran en condiciones
de marginalidad, debido a que también han perdido su tradiciébn en el cultivo de
productos agricolas por el sencillo hecho de que ya no se consumen, siendo el

raspado de maguey y produccion de aguamiel uno de los principales.

En el afio 1930 la superficie cultivada con magueyes era de 70 600 hectéareas,
en el afio 1950 de 47 500 y en el afio 1970 de 22 600 hectareas. Actualmente se
encuentran sembradas solamente 3 mil 280 hectareas de esta variedad de agave
segln SAGARPA en el afio 2014. Repartidas en 26 estados de acuerdo con el
Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2013, dentro de los principales
Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y el Estado de México.

Esto muestra claramente una disminucion de la superficie con maguey en el
pais. En el periodo del 2006 al 2014 el cultivo de maguey tuvo una reduccion a solo
algunos cientos de hectareas cultivadas y la produccion de aguamiel y pulque a
miles de litros, anual segun lo registrado por el Servicio de informacion

agroalimentaria y pesca en el afio 2014.

La cadena productiva de maguey pulquero comprende cinco eslabones:
productor, tlachiquero, tinacalero, expendor/duefio de pulqueria y consumidor2. De
este modo forma parte de la economia béasica a nivel familiar pues personas de
comunidades rurales aln ven en esta planta el principal medio de subsistencia. Por
tanto, la disminucién en el consumo de aguamiel y cultivo de maguey afecta también

de manera socioeconémica al pais.

Actualmente se tiene una estimacion de que mas del 75% de la poblacién
mexicana que vive en regiones poco desarrolladas emplean este tipo de medicina
para el cuidado de su salud y la de su familia. Sin embargo, el principal problema
de esto es que hoy en dia se desconocen aun las dosis para poder llevar un buen
control con su uso sin poner en riesgo la calidad de vida y la salud de quienes la
consumen, pues el contenido de muchas plantas puede variar segun las
condiciones genéticas de la tierra 0 ambientales. Por este motivo es esencial el

estudio de la medicina tradicional de forma cientifica para establecer los procesos
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de estandarizacion basandose en un metabolito que permita recetar estos
compuestos herbolarios con bases firmes y seguras.

Al ser el aguamiel una bebida tradicional en la cultura mexicana considerada
importante en la medicina tradicional, ya que cuenta con propiedades que inhiben
el crecimiento de bacterias patégenas y estimula a su vez el crecimiento de la flora
intestinal, se le puede considerar como bebida probidtica ya que facilita la movilidad
intestinal. Lo que nos lleva a la siguiente pregunta de investigacion ¢ El aguamiel
de Agave salmiana tiene actividad anti proliferativa en células HCT15 de

cancer de col6n?

5. OBJETIVOS
5.10BJETIVO GENERAL

- Evaluar la actividad anti proliferativa del aguamiel de Agave salmiana en

células HCT15 de cancer de colon.

5.20BJETIVOS PARTICULARES

1. Estandarizar las condiciones de las células HCT15 de cancer de colon
en cultivo celular.

2. Obtener aguamiel de Agave salmiana estéril por método de filtrado.

3. Evaluar la capacidad anti proliferativa del aguamiel de Agave salmiana
en células HCT15 de cancer de colon por el método de XTT.

4. Determinar la dosis de aguamiel de Agave salmiana con mayor
actividad anti proliferativa en células HCT15 de cancer de colon por
método de XTT.

6 MATERIAL Y METODOS
6.1DISENO DE ESTUDIO

TIPO DE ESTUDIO CARACTERISTICAS

Experimental Por la intervencion.
Analitico Por el objetivo.
Prospectivo Por los resultados.
Longitudinal Por el tiempo.
Homodémico Por la muestra.
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6.2 UBICACION ESPACIO — TEMPORAL

Los experimentos que componen en su totalidad el estudio se realizaron en
el Laboratorio de Fisiologia Celular de la Facultad de Medicina de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Durante un periodo comprendido entre el mes de

Septiembre al mes de Noviembre del afio 2020.
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6.3ESTRATEGIA DE TRABAJO

ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DEL AGUAMIEL DE
Agave salmiana, POR SUS METABOLITOS PROBIOTICOS,
EN CELULAS HCT15 DE CANCER DE COLON

'

— | Extraccion
de aguamiel

Esterilizacion Para asegurar la inocuidad del extracto al
de aguamiel —| segu ocu
—+—| contacto con el cultivo celular.
Capacidad . 1. Método de Fo!lp Ciocalteau para cuantificar
antioxidante > compuestos fendlicos totales

| 2. Capacidad antioxidante por DPPH

Proliferacion .| HCT15 (ATCC ® CCL-225 ™)

celular
|
Determinacion de actividad anti —
proliferativa del aguamiel en el An,al|5|s por
cultivo celular de HCT15 metodo de XTT
— Lectura por lector
S de ELISA
Captura y
Andlisis y procesamiento
discusion de d?\ﬂdatos L;tor
resultados —> ICroso
. Analisis
estadistico
SPSS.INC.
Version 23

-T de Student
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6.4AMUESTRA
6.4.1 DEFINICION DE LA POBLACION

Para el cultivo celular se utilizo la linea celular HCT15 (ATCC ® CCL-225 ™)
pertenecientes al tejido de colon de un organismo Homo sapiens, humano, con

patologia Dukes tipo C, adenocarcinoma colorrectal.

6.4.2 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA
6.4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Se seleccionaron células HCT-15 subcultivadas en caja T75 para contabilizacién
y siembra de las mismas en placas de 96 pozos. Se utilizaron células en condiciones
optimas, sin datos de contaminacion o muerte celular, adheridas, confluentes 85 —
90%, de forma poligonal, previamente incubadas a una temperatura de 37°C y 5%
de COa..

6.4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
Durante el periodo del estudio se excluyeron células HCT15 con cambio en

su morfologia, aquellas que se encontraban en un medio no Optimo como caja

fétida, con color amarillo oscuro o con medio contaminado.

6.4.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

Se eliminaron del estudio aquellas células no diferenciadas o con datos de

contaminacion celular.
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6.5 DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

OBJETIVOS VARIABLE DEFINICION  INDICADORES ESCALA DE UNIDADES
ESPECIFICOS NORMAL Y/ [={s][ei[e]\
El cultivo -Confluencia
celular es el celular
proceso -Adherencia
1. Estandarizar mediante el celular
las condiciones Cultivo celular gue células -Proliferacion CUALITATIVA 0=CON
de las células pueden celular DICOTOMICA 1=SIN
HCT15 en cultivarse en -Contaminacion
cultivo celular. condiciones celular
controladas.
Liquido -Color blanco
2. Obtener transparente transparente
aguamiel de Aguamiel proveniente -Olor herbaceo CUALITATIVA 0=CON
Agave salmiana del centro del -Viscosidad DICOTOMICA 1=SIN
estéril por maguey -Contaminacion
método de propia del
filtrado. proceso de
raspado
3. Evaluar la Inhibicion de la
capacidad anti reproduccién
proliferativa del Capacidad anti celular, Muerte celular  CUANTITATIVA  Densidad
aguamiel de proliferativa especialmente CONTINUA Optica
Agave salmiana de células
en células cancerosas.
HCT15 de
cancer de colon
por método de
XTT.
4. Determinar la Capacidad Mayor grado Muerte celular  CUANTITATIVA nm
dosis de antiproliferativa de inhibicién CONTINUA
aguamiel de de la
Agave salmiana reproduccién
con mayor celular.

actividad anti
proliferativa en
células HCT15
de cancer de
colon.
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6.6 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

6.6.1 RECOLECCION DE AGUAMIEL

En la recoleccion del aguamiel como materiales se utilizaron pipetas
graduadas de 20 ml estériles, tubos falcon de 50 ml estériles para centrifuga y
guantes. Para su transporte se hizo uso de hielera de unicel y para su almacenaje
de congelador horizontal a una temperatura de -40°C.

La muestra de aguamiel fue recolectada de un plantio de maguey manso o
de montafia (Agave salmiana) en la localidad de San Luis Atexcac, ubicada en el

municipio de Guadalupe Victoria, en el estado de Puebla.

_-w—-—

Figura 4. Plantio de maguey Manso o de Montafia (Agave salmiana). Fuente: Municipio Guadalupe Victoria.
Villalobos, B.

Esta localidad se encuentra ubicada a una altura de 2415 metros sobre el
nivel del mar y forma parte del valle de Libres-Oriental. Sus coordenadas se
encuentran entre los paralelos 19° 13’ y 19° 24’ de latitud norte; los meridianos 97°
17’y 97° 29’ de longitud oeste; altitud entre 2 400 y 3 400 m. Su clima es semiseco

templado.
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Se tomaron dos muestras de dos magueyes diferentes, recién capados y en
produccién posterior a la técnica de raspado tradicional, el Maguey A con 8 afios de

edad y el Maguey B con 12 afios de edad.

Figur 6. Mguey A. 8 ans de edad. Fuente: MuAnici‘pio

Guadalupe Victoria. Villalobos, B.

Figura 5. Maguey B. 12 afios de edad. Municipio Guadalupe Victoria.
Villalobos, B.
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Durante el proceso de capado el sefior Luis Herndndez Pérez, encargado de
la produccion de aguamiel en el plantio, realiz6 un corte a cada penca de los
magueyes seleccionados hasta dejar el centro o corazén del maguey libre. Posterior
a este procedimiento, se realiz6 el proceso de raspado mediante un utensilio de
madera, donde se rasp6 firmemente la pared de cada maguey hasta obtener un
residuo o bagazo. El cudl, se retir6 del centro a la periferia del maguey para obtener

un corazon limpio y libre de residuos, como se muestra en las figuras 7 y 8.

Figura 8. Limpieza y extraccion de Figura 7. Desviramiento o capado de Figura 9. Aguamiel exudado del centro

residuos o gabazo del centro del maguey. Fuente: Municipio Guadalupe del maguey. Fuente: Municipio
maguey. Fuente: Municipio Guadalupe Victoria. Villalobos, B. Guadalupe Villalobos, B.

Victoria. Villalobos, B.

Después del raspado se dejé reposar al maguey durante 12 horas tapado

con una penca mientras se conseguia la exudacion del aguamiel.

A las 12 horas se continué con el proceso de extraccion del aguamiel
presente en el centro del maguey. Durante esta etapa se extrajeron 50 ml de
aguamiel de los magueyes A y B utilizando pipeta graduada de 20 ml para cada
muestra y se colocaron inmediatamente en tubos falcon estériles de 50 ml

previamente identificados con un marcador.

Posterior a esto se transportd en una hielera de unicel con el fin de mantener

el aguamiel congelado hasta el laboratorio de Fisiologia Celular de la Facultad de
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Medicina de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla donde se mantuvo en
un congelador horizontal a una temperatura de -40°C hasta su utilizacion.

6.6.2 VIABILIDAD CELULAR

Este proceso comenz6 con la proliferacion del cultivo celular de la linea HCT15
(ATCC ® CCL-225 ™) pertenecientes al tejido de colon de un organismo Homo
sapiens, humano, con patologia Dukes tipo C, adenocarcinoma colorrectal. Células
cultivadas en medio de cultivo RPMI-1640 formulado por ATCC, ATCC 30-2001,
con Suero Fetal Bovino (ATCC 30-2020) en una concentracién de 10%.

El medio de cultivo para esta linea celular es RPMI-1640 formulado por
ATCC, ATCC 30-2001. Agregando para su preparacion Suero Fetal Bovino (ATCC
30-2020) en una concentracion final del 5% y 1% de mezcla de antibibtico y

antimicatico.

Para el cultivo celular los materiales que se utilizaran son: matraz, solucion
de tripsina al 0.25%-EDTA 0.53 mM, solucion salina en amortiguaador de fosfatos
pH 7.2 (PBS), tubos eppendorf, caja T75, micropipetas, pipetas graduadas estériles
de 5 mly 10 ml, incubadora de laboratorio en condiciones de 37°C y 5% de COgo,
campana de flujo laminar, centrifuga, guantes estériles, bata de laboratorio y

cubrebocas.

Una vez proliferado el cultivo celular se inicié el proceso de tripsinizacion y
conteo celular con el fin de contabilizar el nimero de células totales y corroborar si

son suficientes para iniciar este estudio experimental.

Durante este proceso se evaluaron células HCT-15 subcultivadas en caja
T75 para contabilizacion y siembra de las mismas en placas de 96 pozos. Se
observaron células en condiciones Optimas, sin datos de contaminacién o muerte
celular, previamente incubadas a una temperatura de 37°C y atmosfera himeda con
5% de CO..

Se visualizo la caja T75 al microscopio y se observaron células adheridas,

confluentes 85-90%, de forma poligonal. Listas para el proceso de tripsinizacion.
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Durante este proceso se utilizé la tripsina como actor principal, la cuél es una
enzima que rompe los enlaces de las proteinas mediante hidrdlisis (REF). Esta
tripsinizacién en cultivos de células adherentes se usa para despegar las células de
la superficie de las cajas de cultivo, y asi poder tenerlas en suspension para su
posterior conteo. Si se tienen las células mucho tiempo en contacto con la tripsina
se lisan las mismas, por esta razon se debe contrarrestar la accién de esta enzima

usando medio de cultivo con suero fetal bovino (FBS).

Se inici6 este proceso de tripsinizacién preparando tripsina 1x (1 ml de
solucion Trypsin-EDTA 10x y 9 ml de solucion salina en amortiguador de fosfato pH

7.2 (PBS) y posterior a esto, se siguieron los siguientes pasos:

Se retiré el medio de las células.

Se lavo la caja T75 con medio sin suplementar.

Una vez lavada la caja T75, se retird el medio sin suplementar.

Se agregaron 4 mL de tripsina 1x y se incubd la caja por 3 minutos a 37°C.

Se observo la caja T75 con células ya despegadas de las paredes.

o 0k~ 0N PR

Se colocaron 8 ml de medio sin suplementar para la inactivacion de la

tripsina.

7. Se trasladaron las células de la caja T75 a un falcon de 25 ml, llevandolas a
la centrifuga a 1500 rpm por 10 minutos.

8. Se retir6 el sobrenadante y se agregaron 5 ml de medio suplementado,

homogenieizando.

6.6.3 CONTEO CELULAR

Durante el conteo celular los materiales que se utilizaron fueron cajas T75,
microscopio electronico, solucion Trypsin-EDTA, Solucién salinada tamponada con
fosfato (PBS), azul de tripano, micropipetas, alicuotas, centrifuga, tubos eppendorf

estériles, tubos falcon estériles y rejillas de recuento.

Una vez homogenizadas las células con el medio suplementado se colocan en
un tubo eppendorf estéril 45 ul de solucién salinada tamponada con fosfato (PBS)

al 1x, 45 ul de azul de tripano y 10 ul de células. Se toman 10 ul de la mezcla
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previamente homogeneizada y se colocan en una rejilla de recuento, se coloca en

el microscopio y se enfoca a un objetivo de 10x.

El conteo celular se inicié en el cuadrante superior izquierdo siguiendo las
manecillas del reloj, contando en total 111 células en los 5 cuadrantes (41 células
en el cuadrante 1, 33 células en el cuadrante 2, 17 células en el cuadrante 3, 11
células en el cuadrante 4 y 9 células en el cuadrante 5).

Una vez obtenido el numero total de células observadas durante el conteo

celular, se aplico la siguiente férmula:

NUm. células / NUm. cuadrantes contabilizados = x 10 (factor de dilucion)
= X 10,000

= células en 1 ml x 10 ml

= células en 10 ml

Para determinar cuantas células hay en 1 ml se aplico la siguiente férmula: 5000
células x 1 ml (1000 ul) / Num. de células en 10 ml (obtenidas previamente en la

formula anterior).

Se realiz6 una dilucion al 18x con el fin de obtener 5000 células en 32.4 pl.
Posterior a esto se coloco esta cantidad en cada pozo de la caja de 96 pozos, con

100 pl de medio suplementado y se incubd la caja 24 horas a 37°C y 5% de CO..

6.6.4 MEDICION DE ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA POR METODO
DE XTT
Los materiales utilizados para el método de XTT fueron células de la linea

celular HCT15 (ATCC ® CCL-225 ™) previamente cultivadas, pipetas graduadas,
micropipetas, jeringa de 5 ml, filtros pirinola de 0.22 um, caja de 96 pozos, medio
de cultivo RPMI-1640 formulado por ATCC, ATCC 30-2001, tubos para centrifuga
estériles de 15 ml, Electron Coupling Reagent, XTT Labeling Reagent, papel

aluminio, incubadora a 37°C y con atmosfera de COzal 5% y lector de ELISA.

Para comenzar con este método fue necesario descontaminar y esterilizar
por medio de un método de filtracion el aguamiel, esto con la finalidad de dejarlo

libre de contaminacion.
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Para este procedimiento de obtencion de aguamiel puro se llevaron a cabo

los siguientes pasos:

e Descongelamiento de aguamiel obtenido durante el proceso de extraccion
previamente descrito.
e Una vez descongelada la muestra, se llevo a la centrifuga a 2,500 rpm
durante 15 minutos, esto para eliminar elementos contaminantes grandes.
e Se retird el sobrenadante, colocandolo en un nuevo tubo para centrifuga
estéril. Este se llevo a la centrifuga a 1,500 rpm durante 5 minutos.
e El sobrenadante se lleva a un proceso de filtrado en una campana de flujo
laminar previamente esteéril.
= Filtracion de aguamiel por medio de un filtro pirinola estéril con poro
0.22 um en una campana de flujo laminar, colocandolo finalmente
en un nuevo tubo para centrifuga estéril de 50 ml. Con ayuda de

jeringa de 5 ml.

Una vez purificado el aguamiel, se utilizé para determinar su efecto anti
proliferativo. Por medio del método de XTT. El cual es un método colorimétrico
basado en la utlizacion de sales de tetrazolio, las cuales se han utilizado
ampliamente como reactivos de deteccion en estudios de biologia celular. Este
meétodo puede utilizarse eficazmente en determinacion de proliferacion celular,

citotoxicidad y ensayos de apoptosis.

El ensayo de XTT se describié por primera vez en 1988 por Scudiero et al.
Como un método efectivo para medir el crecimiento celular y la sensibilidad a ciertos
componentes de los medicamentos o principios activos en células de lineas
tumorales pues actia por medio de un sistema capaz de medir facilmente el grado

de células vivas para los medicamentos o0 compuestos activos.

La sal de tetrazolio (XTT) es un compuesto incoloro o ligeramente amarillo
gue al ser afiadida al medio se convierte en cristales de formazan por accion de la
oxidorreductasa mitocondrial que esta activa sélo en las células vivas. Cuando la

sal de tetrazolio (XTT) se convierte en cristales de formazan, el pigmento cambia a
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naranja brillante, esta diferencia de color se usa especificamente para ver efectos
como la proliferacion celular y la citotoxicidad.

En general, se pueden usar un minimo de 5000 células de manera efectiva
para la realizacién de este ensayo con un tiempo de incubacion de 4 horas. Esto
para detectar las diferencias metabdlicas en la actividad del cultivo celular. Siempre
debe utilizarse la técnica aséptica, es decir, se deben mantener las condiciones

estériles durante la realizacion de este ensayo.

Finalmente, el resultado se debe medir usando un lector de ELISA 'y se puede
determinar por la diferencia en los valores de absorbancia medidos a longitudes de
onda de 500 nm y 550 nm.

Tomando en cuenta el fundamento y las caracteristicas de este ensayo se
decidio utilizarlo en este estudio. Comenzando con la adicion del aguamiel

purificado al cultivo celular.

Para la adicion del aguamiel ya purificado al cultivo celular previamente
incubado 24 horas en una caja de 96 pozos como se mencioné en el apartado de
cultivo celular, se comenzo haciendo el retiro del medio de cultivo en cada pozo de

la placa de 96 pozos y se agrego el principio activo en un experimento por duplicado,

de la forma que se muestra en el siguiente esquema.

Grupo Relacién Principio activo / Medio de cultivo
control (unidades en microlitro)
0/200 10/190 20/180 30/170 40/160 50/150 60/140 70/130 80/120 90/110 100/100 110/90

Aguamiel  0x 10x 20x 30x 40x 50x 60x 70x 80x 90x 100x 110x
A
Aguamiel  0x 10x 20x 30x 40x 50x 60x 70x 80x 90x 100x 110x
A
Aguamiel  0x 10x 20x 30x 40x 50x 60x 70x 80x 90x 100x 110x
B
Aguamiel  0x 10x 20x 30x 40x 50x 60x 70x 80x 90x 100x 110x

B

Una vez pasadas 24 horas se retird de la caja todo el contenido liquido de

cada pozo y se agrego a cada uno 100 ul de medio suplementado. Y se realiz6 la
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preparacion de XTT en un falcon de 15 ml cubierto con papel aluminio, esto con la
finalidad de evitar la foto exposicion. Colocando 50 ul de Electron coupling reagent

en 1 ml de XTT labeling reagent, homogeneizando la muestra.

Se colocé en cada pozo 50 ul de preparacion de XTT para completar un total
de 150 ul por pozo. Finalmente se leyeron los resultados por Técnica de ELISA
(Ensayo por Inmunoabsorcién ligado a enzimas) por lector de ELISA a una
absorbancia de 500 nm y 550 nm.
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7. RESULTADOS

7.1 DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR DE LINEA HCT15
EN CONTACTO CON AGUAMIEL POR METODO COLORIMETRICO XTT

El término antiproliferativo hace referencia a aquellas sustancias que son

capaces de inhibir la reproduccion celular, especialmente de células cancerosas.

En este trabajo de tesis se busc6 medir el efecto del aguamiel sobre la
proliferacion celular de la linea de cancer de colon HCT15. Esto se realiz6 mediante
el método colorimétrico de XTT. Por tanto, las células HCT15 pertenecientes a
cancer de colon, clasificacion Dukes C, se estimularon con diferentes
concentraciones de aguamiel de Agave salmiana. Con el fin de evaluar por el
método colorimétrico XTT si el aguamiel afecta de manera directa la proliferacion

de la linea celular.

En la gréfica 1 se muestra el comportamiento de las absorbancias a 500 nm
por medio del lector de ELISA del aguamiel perteneciente al Maguey A en contacto
con las células HCT15. En la primer barra se muestra el control celular (sin
aguamiel) con una absorbancia de 3.00 + 0.08, el cual indica la absorbancia dada
Unicamente por las células HCT15. En las siguientes barras (2 a 12) se indican los
promedios de absorbancias de las células HCT15 en contacto con diferentes
concentraciones de este aguamiel (10 hasta 110 pl). Indicando una mayor
disminucion en la barra niamero 9 que pertenece a 80 ul de aguamiel en ese pozo,

con una absorbancia de 2.87 + 0.02.
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Gréfica 1. Actividad antiproliferativa del aguamiel de Agave salmiana (A) en células HCT15 por método de

XTT.

31
E 3.05
c
® 3
(15}
2
B 2.95
£
8 29
5
2 285
o
(7]
3 28

2.75

0 100 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

B 3.002 2.965 2.9045 2.953 2.9837 3.0595 2.988 2.9435 2.8785 2.9685 3.003 3.0415
Aguamiel pl por pozo

En la gréafica 2 se muestra el comportamiento de las absorbancias a 500 nm
por medio del lector de ELISA del aguamiel perteneciente al Maguey B en contacto
con las células HCT15. En la primer barra se muestra el control celular (sin
aguamiel) con una absorbancia de 2.87 + 0.02, el cual indica la absorbancia dada
Uunicamente por las células HCT15. En las siguientes barras (2 a 12) se indican los
promedios de absorbancias de las células HCT15 en contacto con diferentes
concentraciones de este aguamiel (10 hasta 110 pl). Indicando una mayor
disminucién en la barra namero 4 que pertenece a 30 ul de aguamiel en ese pozo,

con una absorbancia de 2.62 + 0.01.

Grafica 2. Actividad antiproliferativa del aguamiel de Agave salmiana (B) en células HCT15 por método de
XTT.
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7.2 VIABILIDAD CELULAR DE LINEA HCT15 EN CONTACTO CON
AGUAMIEL POR METODO COLORIMETRICO XTT

Tomando en cuenta las graficas 1y 2 de absorbancias de XTT. Se calculd la
viabilidad celular de la linea HCT15 en contacto con aguamiel de Agave salmiana.
Definiendo a la viabilidad como la proporcion de células vivas luego del contacto

con aguamiel, por medio del ensayo de XTT.

Para calcular esta proporcién se realizé la determinacién de la concentracién

de compuestos fendlicos totales por volumen de aguamiel.

Para lo cual fue necesario determinar la densidad del aguamiel, la densidad
por medio de un densitometro, calculando para el aguamiel perteneciente al Maguey
A una densidad de 1.001 g.Ly para el perteneciente al Maguey B una densidad de
1.002 g.L.

Posterior a la determinacion de la densidad se realizé el calculo de
concentracion de aguamiel por cada pozo segun la dosis colocada en cada pozo de
la placa (0 a 110 pl, en incremento de 10 en 10 ul por pozo) como se indica en la
metodologia. Finalmente se calculd porcentaje de viabilidad segun la concentracion

de aguamiel por pozo y se graficé de la siguiente forma.

En la tabla 4 correspondiente a la viabilidad celular de la linea HCT15 en
contacto con aguamiel del Maguey A. Se observa un pico minimo de absorbancia
en una dosis de 80 ul, el cual indica la mayor actividad antiproliferativa sobre las
células HCT15 en contacto con una concentracion de 0.401 pg/ul de aguamiel.
Teniendo una viabilidad correspondiente al 94.48%, por tanto una disminucién del
5.52% en la viabilidad celular (3.04 £ 0.01 vs 2.87 £ 0.01, p<0.05), como se muestra

en la grafica 3.
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Tabla 4. Viabilidad celular de HCT15 en contacto con aguamiel de Maguey A.

CONCENTRACION AGUAMIEL

VIABILIDAD AGUAMIEL

% VIABILIDAD AGUAMIEL

DOSIS DE AGUAMIEL ml MAGUEY A MAGUEY A MAGUEY A
0 0 3.0465 + 0.0134 100
10 0.0500838 3.0150 + 0.0438 98.96602659
20 0.1001676 2.9540 + 0.0650 96.96372887
30 0.1502514 2.9530 + 0.0820 96.93090432
40 0.2003352 2.9837 + 0.0363 97.93861809
50 0.250419 3.0145 + 0.0078 98.94961431
60 0.3005028 2.9880 + 0.0933 98.07976366
70 0.3505866 2.9435 + 0.0177 96.61907107
80 0.4006704 2.8785 + 0.0191 94.48547514
90 0.4507542 2.9685 + 0.0219 97.43968488
100 0.500838 3.0030 + 0.1131 98.57213195
110 0.5509218 3.0415 + 0.0092 99.83587724

Gréfica 3. Viabilidad celular de HCT15 en contacto con aguamiel de Maguey A por método de XTT.
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En la tabla 5 correspondiente a la viabilidad celular en contacto con aguamiel del

Maguey B. Se observa un pico minimo de absorbancia en una dosis de 30 ul, el

cual indica la mayor actividad antiproliferativa sobre las células HCT15 en contacto

con una concentracion de 0.150 pg/pl de aguamiel. Teniendo una viabilidad

correspondiente al 91.16%, por tanto una disminucion del 8.84% en la viabilidad

celular (2.87 + 0.02 vs 2.62 + 0.01, p<0.05). Como se muestra en la gréfica 4.

Siendo mayor el efecto en este aguamiel Maguey B que en el de Maguey A (2.62 +
0.01 vs 2.87 £ 0.01, p<0.05).
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Tabla 5. Viabilidad celular de HCT15 en contacto con aguamiel de Maguey B.

CONCENTRACION AGUAMIEL

VIABILIDAD AGUAMIEL

% VIABILIDAD AGUAMIEL

DOSIS DE AGUAMIEL pl MAGUEY B MAGUEY B MAGUEY B

0 0 2.8795 +0.0262 100
10 0.05012 2.7005 +0.0120 93.78364299
20 0.10024 2.6610+0.0368 92.41187706
30 0.15036 2.6260+0.0141 91.19638826
40 0.20048 2.7760+0.0155 96.40562598
50 0.2506 2.7770+0.0169 96.44035423
60 0.30072 2.6625 +0.0134 92.46396944
70 0.35084 2.8135+0.0643 97.70793541
80 0.40096 2.7940+0.0410 97.0307345
90 0.45108 2.8495 +0.0459 98.95815246
100 0.5012 2.8285+0.0898 98.22885918
110 0.55132 2.7840+0.0382 96.68345199

Gréfica 4. Viabilidad celular de HCT15 en contacto con aguamiel de Maguey B por método de XTT.
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Como se puede apreciar en ambas graficas, el aguamiel de Agave salmiana

presenta actividad antiproliferativa sobre las células HCT15.
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7.3 DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR DE LINFOCITOS
HUMANOS EN CONTACTO CON AGUAMIEL POR METODO COLORIMETRICO
XTT

Los linfocitos son células inmunitarias elaboradas en la médula 6sea, presentes

en sangre y tejido linfatico.

Con la finalidad de evaluar la actividad antiproliferativa del aguamiel sobre
células sanas. Se realizé la determinacidbn por método colorimétrico XTT,
estimulando Linfocitos humanos con diferentes dosis de aguamiel de Agave

salmiana.

En la grafica 5 correspondiente a la viabilidad celular de Linfocitos humanos en
contacto con aguamiel del Maguey A. Se observa un pico maximo de absorbancia
en una dosis de 10 pl, el cual indica que existe una actividad proliferativa sobre los
linfocitos humanos al estar en contacto con una concentracion de 0.0500 ug/ul de
aguamiel. Teniendo una viabilidad correspondiente al 124.31%, por tanto un
aumento del 24.31% en la viabilidad celular. Sin embargo, aunque en esta dosis se
encuentra el pico maximo, se logra observar que en ninguna de las dosis existe una
disminucién celular, por el contrario, siempre se mantiene por encima del 100%
inicial. Lo que comprueba que el aguamiel A no presenta actividad antiproliferativa

sobre las células sanas del cuerpo humano.

En la gréafica 6 correspondiente a la viabilidad celular de Linfocitos humanos en
contacto con aguamiel de Maguey B. Se observa un pico maximo de absorbancia
en una dosis de 30 ml, el cual indica que existe una actividad proliferativa sobre los
linfocitos humanos al estar en contacto con una concentracion de 0.1503 ug/ul de
aguamiel. Teniendo una viabilidad correspondiente al 122.11%, por tanto un
aumento del 22.11% en la viabilidad celular. Sin embargo, aunque en esta dosis se
encuentra el pico maximo, se logra observar que en ninguna de las dosis existe una
disminucién celular, por el contrario, siempre se mantiene por encima del 100%
inicial. Lo que comprueba que el aguamiel B. tampoco presenta actividad citotoxica

sobre las células sanas del cuerpo humano.
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Gréfica 5. Viabilidad de linfocitos humanos en contacto con aguamuel de Maguey A.
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Gréfica 6. Viabilidad celular de linfocitos humanos en contacto con aguamiel de Maguey B.
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Como se puede apreciar en ambas muestras, el aguamiel de Agave salmiana
presenta una actividad proliferativa sobre las células sanas del cuerpo humano,
sugiriendo que este compuesto es de citotoxicidad nula sobre linfocitos sanos.

7.4 RELACION DE LA VIABILIDAD CELULAR DE HCT15/LINFOCITOS
HUMANOS EN CONTACTO CON AGUAMIEL POR METODO COLORIMETRICO

XTT.
En la gréfica 7 se muestra la relacion de la viabilidad entre linfocitos humanos y

células de la linea HCT15 en contacto con aguamiel de Maguey A, a la misma dosis
y concentracion. Observando que en la dosis de 80 ul, correspondiente a la

concentracion de 0.40096 ug/ul de aguamiel existe un aumento del nimero de
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células vivas en un 2.39% por encima del control, a la par que existe una
disminucion en la proliferacion celular de las células tumorales de la linea HCT15
en un 5.52%. Sin embargo, en la dosis de 10 pl existe la mayor proliferacion de
linfocitos humanos teniendo un aumento del 124.30% y a la vez una actividad

antiproliferativa sobre las HCT15.

Gréfica 7. Relacion de la viabilidad celular de HCT15/Linfocitos humanos en contacto con aguamiel de
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En la grafica 8 se muestra la relacion de la viabilidad entre linfocitos humanos
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y células de la linea HCT15 en contacto con aguamiel de Maguey B, a la misma
dosis y concentracion. Observando que, en la dosis de 30 ul, correspondiente a la
concentracion de 0.1503 ng/ul de aguamiel existe un aumento del niumero de
células vivas en un 22.11 % por encima del control, a la par que existe una
disminucién en la proliferacion celular de las células tumorales de la linea HCT15
en un 8.81%. En este caso, se encuentra relacion entre la dosis con mayor actividad
antiproliferativa en células tumorales y la mayor actividad proliferativa en células

sanas.
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Gréfica 8. Relacion de la viabilidad celular de HCT15/Linfocitos humanos en contacto con aguamiel de
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7.5 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES EN EL
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Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se encuentran
principalmente en los alimentos de origen vegetal e interfieren directamente en el
crecimiento y reproduccion de las plantas, asi como en procesos de defensa contra
algunos agentes patdgenos o radiacion ultravioleta. Esta actividad biologica se
relacionada con su caracter antioxidante, debido a la habilidad que tienen para
guelar metales y secuestrar radicales libres y por tanto se han utilizado en la

prevencion de algunas patologias como el cancer.

La concentracion de estos compuestos fendlicos en las plantas o los
extractos provenientes de ellas es muy variable ya que no solo depende de la
variedad de la planta, sino también del grado de maduracién y condiciones

climaticas de la planta.

Este método se utiliza para medir el contenido de compuestos fendlicos
totales en productos de origen vegetal y esta basado en que los compuestos
fendlicos son capaces de reaccionar con el reactivo de Folin — Ciocalteau a un pH

basico, dando lugar a una coloracion azul que es susceptible a ser determinada
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espectofotométricamente a una absorbancia de 765 nm en base a una curva de

calibracion del acido galico.

En este estudio se determind la cantidad de compuestos fendlicos totales con
el fin de determinar la actividad antioxidante del aguamiel y asegurar con esto su
capacidad antioxidante es decir de captar radicales libres y determinar la actividad
antiproliferativa con respecto a la concentracion de compuestos fendlicos totales por
volumen de aguamiel y dar mayor peso a los resultados de esta tesis.

A partir de los valores de absorbancias obtenidos de cada concentracion de
acido galico se construy6 la curva de calibracion que se muestra en la gréfica 9.

Grafica 9. Curva de calibracién del &cido gélico para la determinacion de compuestos fendlicos totales por
método de Folin - Coicalteau.
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El contenido total de compuestos fendélicos para el aguamiel se muestra en
la Tabla 6 y se expresa en la segunda columna como miligramos equivalentes de
acido galico por gramo de aguamiel. En la tercera columna se muestra el contenido
de acido galico en 100 ml de aguamiel. Mismos resultados que se exponen en la

grafica 10.

Comprobando con esto que el Aguamiel de Maguey B tiene
significativamente mayor cantidad de compuestos fendlicos totales comparado con
el Maguey A (14.3 £ 0.01 vs 13.2 £ 0.08, p<0.05).
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Tabla 6. Contenido de compuestos fendlicos totales en aguamiel.

Aguamiel Fenoles totales Acido gélico
(mg/Eq de acido (mg) en
gélico) aguamiel (100
ml)
Maguey A 66.06 13.21
Maguey B 71.48 14.29

Gréfica 10. Contenido de compuestos fendlicos totales en ambas muestras de aguamiel.
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En las siguientes gréficas 11 y 12 se muestra la relacidon existente entre la
viabilidad celular de la linea HCT15 en contacto con aguamiel y su contenido de
compuestos fendlicos totales. En ambas se observa el mismo efecto dénde al
aumentar la cantidad de compuestos fendlicos totales disminuye también el
porcentaje de viabilidad celular. Por tanto, se relaciona el contenido de compuestos

fendlicos con la actividad antiproliferativa del aguamiel de Agave salmiana.

69



Gréfica 11. Viabilidad celular de HCT15 vs Concentracion de compuestos fendlicos totales del aguamiel de

Maguey A
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Gréfica 12.Viabilidad celular de HCT15 vs Concentracion de compuestos fendlicos totales del aguamiel de
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El Agave salmiana es una especie de maguey resistente a sequias y se

adapta con facilidad a otros climas y tipos de suelo, segun la literatura crece en un

clima semiseco y frio. Se cultiva entre 1200 y 2500 metros de altitud en regiones

con lluvias @8, principalmente en zonas aridas y semiaridas (16,
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La muestra de aguamiel fue recolectada de un plantio de maguey manso o
de montafia (Agave salmiana) en la localidad de San Luis Atexcac, ubicada en el
municipio de Guadalupe Victoria, en el estado de Puebla. Esta localidad se
encuentra ubicada a una altura de 2,415 metros sobre el nivel del mar. Con clima
semiseco templado. Corroborando asi las caracteristicas de plantacién propias de
la especie.

La madurez de la planta va de los 10 a los 14 afios 6. Por este motivo en
este estudio se decidié tomar la muestra de dos magueyes de diferentes edades,
con la finalidad de analizar el efecto que tuviera cada muestra en diferentes tiempos
de maduracion. Tomando la primera muestra denominada durante el trabajo como
Maguey A con 8 afos y por tanto encontrandose en una etapa inmadura y una
segunda muestra denominada como Maguey B con 12 afios de edad y por tanto
encontrandose en una edad correcta de maduracion segun lo indicado en la

literatura.

La vida atil del aguamiel es de aproximadamente 2 horas a temperatura
ambiente, debido a su alta susceptibilidad a la fermentacion. Pues una vez
fermentado éste aumenta su viscosidad y recibe el nombre de pulque, el cuél es
una bebida tradicional mexicana. Por este motivo una vez recolectadas las
muestras, éstas se transportaron en una hielera de unicel con el fin de mantener el

aguamiel congelado, evitando su fermentacion.

El cancer ocurre cuando existe un crecimiento descontrolado de células ™.
Este desorden implica cambios en la proliferacion, diferenciacion y desarrollo
celular. En este trabajo se buscé observar el efecto antiproliferativo sobre la linea
celular HCT15 al estar en contacto con aguamiel de Agave salmiana. Determinando
si las células al estar en contacto con el aguamiel eran capaces de inhibir su
reproduccion celular con la finalidad de presentar el producto como un alimento
funcional en la prevencion y tratamiento coadyuvante del cancer de colon tanto en
la parte prondstica como profilactica de la enfermedad pues actualmente el cancer
colorrectal tiene una tasa de mortalidad e incidencia relevante en nuestro paisy en

el mundo.
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En México el cancer colorrectal ya constituye el primer lugar en frecuencia de
los tumores del tubo digestivo ). Cada afio se diagnostican cerca de 15 mil nuevos
casos de personas con cancer de colon @2, enfermedad que, al tratarse
adecuadamente, permite la curacién de 9 de cada 10 casos. De este modo intervenir
con un alimento funcional derivado de una planta mexicana como lo es el aguamiel
en las etapas tempranas de la enfermedad ayudando a las células a frenar su

reproduccion podria ser esencial en el tratamiento de la patologia.

Actualmente un factor de riesgo importante para el desarrollo de esta
patologia es la alimentacion. Se cree que una dieta rica en fibra, minerales,
vitaminas, probioticos y antioxidantes seria por tanto el principal factor preventivo

para el desarrollo del cancer.

El aguamiel contiene 10.2 gramos de fibra soluble en forma de
fructooligosacéaridos (FOS). El organismo no puede digerir los FOS pero estos si
son usados como sustrato energético por las bacterias colonicas, por tanto que el
aguamiel contenga cantidades de estos oligosacaridos nos indica teéricamente que
cuenta ya con efectos positivos en la salud digestiva, inmunolégica y en la
prevencion del cancer de colon. Reforzando con esto su capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias patégenas como Escherichia coli, Shigella sp y Samonella

sp @Y,

Contiene gran cantidad de minerales como potasio, calcio, sodio, hierro, zinc,
cobre, magnesio y selenio indicados en los antecedentes de esta tesis. Cuenta
también con un contenido de vitaminas como tiamina, riboflavina, piridoxina y
vitamina C. Muchos de estos micronutrientes son actualmente considerados como

potentes antioxidantes.

Por el contenido de estos micronutrimentos en el aguamiel, se realizé dentro
de este trabajo el conteo de compuestos fendlicos totales por método de Folin
Ciocalteau con el fin de determinar la capacidad antioxidante de cada muestra de
aguamiel. La concentracion de estos compuestos fendlicos depende del grado de
maduracion de la planta®?, por esta razon se realiz6 el conteo de estos compuestos

a ambas muestras de aguamiel, pues cada una contaba con diferente tiempo de
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maduracion. Esto demostrandose con los resultados obtenidos en la tabla 6
correspondiente al conteo de compuestos fendlicos, observando que el aguamiel
perteneciente al Maguey A presenta menor capacidad antioxidante que el
proveniente del Maguey B, lo cual indica que a mayor maduracion de la planta existe

mayor actividad antioxidante de este alimento funcional.

Los fructooligosacéaridos que contiene el aguamiel como la inulina han sido
utilizados como probiéticos gracias a la capacidad que tienen para mejorar la
microbiota intestinal, modular la funcién intestinal y el tiempo de transito, asi como

la capacidad que tienen para activar el sistema inmunoldgico.

Durante el desarrollo de este trabajo empleamos como control de células
normales linfocitos de sangre periférica y observamos una actividad proliferativa del
aguamiel sobre las células de defensa, este crecimiento puede estar relacionado
con la capacidad que tienen estas células inmunitarias para generar anticuerpos,

controlar respuestas inmunitarias y destruir células tumorales.

En las gréficas 5 y 6 se observa la actividad proliferativa que muestran los
linfocitos al entrar en contacto con el aguamiel, teniendo un aumento del 24.31% vy
22.11 % en la viabilidad celular de esta linea. Lo cual comprueba que ninguna de
las muestras de aguamiel no presenta actividad antiproliferativa en células sanas,

por el contrario, presenta un efecto benéfico y proliferativo.

Actualmente es considerado que parte de las propiedades terapéuticas del
aguamiel son debidas al microbioma que presenta, el cual lo componen
principalmente bacterias y levaduras con potencial probidtico reconocido como
Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus y Sacharomyces cerevisiae 5@, Estos
grupos microbianos se sabe actlian por via oral en la reduccion de algunas enzimas
gue participan en la formaciéon y el metabolismo de carcin6genos alimentarios, y por

tanto que estan asociadas al desarrollo del cancer.

Esta asociacion que presentan los metabolitos del microbioma que contiene
el aguamiel con el desarrollo de esta patologia llevé a la realizacién de la medicion

de la actividad antiproliferativa del aguamiel sobre células HCT15 de la linea celular
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de cancer de colon. Concluyendo, de acuerdo con los resultados obtenidos durante
este trabajo, que el aguamiel si presenta actividad antiproliferativa sobre la linea
celular de cancer de colon, observando en las gréficas 3 y 4 una disminucion del
5.52% (aguamiel A) y del 8.84% (aguamiel B). Comprobando que existe una
disminucion de la reproduccion celular de las células HCT15 al entrar en contacto
con aguamiel y por tanto haciendo este compuesto eficaz para la prevencion y

tratamiento coadyuvante del cancer de colon.

Tanto en la grafica 3 como en la 4 correspondientes a la viabilidad celular de
la linea HCT15 en contacto con el aguamiel a diferentes dosis se observa que
después de la dosis con mayor actividad antiproliferativa existe un incremento en la
proliferacion celular, sin embargo este no sobrepasa el porcentaje celular inicial, por
lo que se determina que si existe un efecto antiproliferativo pues no hay un
incremento en el niumero de células inicial. Esto tendria que estudiarse con
detenimiento en investigaciones posteriores a este trabajo. Sin embargo, por medio
de un analisis estadistico con prueba T para muestras independientes se logra
concluir que estos datos tienen significancia estadistica y por tanto rechazan la

hipotesis nula de esta tesis, comprobandose con una p<0.05.

Por tanto, se propone al aguamiel como un alimento funcional en la
prevencion del cancer de colon y apto como tratamiento coadyuvante de la patologia
pues al evitar la reproduccién de las células cancerosas se maximiza la efectividad
del tratamiento de base, evitando con esto la propagacion del cancer pues la
reproduccion estaria controlada. Esto reforzandose con los resultados obtenidos en
la relacion de HCT15/Linfocitos humanos en contacto con la misma dosis de
aguamiel mostrados en las gréficas 7 y 8 donde se observa que en cualquier dosis
de aguamiel existe un aumento en la proliferacion de las células de defensa y una
disminucién en las células cancerosas, por tanto, se demuestra que el aguamiel no
disminuye la proliferacion de células normales, pero si disminuye la proliferacién de

las celular del cancer.
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9. CONCLUSIONES

1. El aguamiel de Agave salmiana si presenta actividad antiproliferativa
sobre la linea celular HCT15 perteneciente a cancer de colon.

2. Elaguamiel de Agave salmiana no presenta una concentracion inhibitoria
50 sobre la linea celular HCT15 perteneciente a cancer de colon.

3. Elaguamiel de Agave salmiana no presenta efecto antiproliferativo sobre
linfocitos humanaos.

4. El aguamiel de Agave salmiana presenta actividad proliferativa en
linfocitos humanos.

5. El contenido de compuestos fendlicos totales del aguamiel de Agave
salmiana aumenta conforme el tiempo de maduracion de la planta.

6. El aguamiel del maguey B presenta mayor actividad antiproliferativa, sin
embargo, ambas muestras (maguey A y B), cumplen con la misma

propiedad.

10.PERSPECTIVAS A FUTURO
La investigacion cientifica en la rama de la nutricion clinica toma un papel

fundamental principalmente en la prevencion de enfermedades como el cancer.

En los ultimos afios el estudio de la actividad biolégica de algunos alimentos
de origen vegetal ha tomado relevancia pues existe la necesidad continua de
encontrar nuevas alternativas de tratamiento ya que en el pais existen muchas
plantas con propiedades benéficas, pero son poco estudiadas o simplemente no se

ha investigado a detalle sus propiedades quimicas y biolégicas.

Por esta cuestion se propone a futuro dar continuidad a este trabajo de
investigacion para enfatizar la actividad biolégica del aguamiel sobre distintas lineas

celulares. Resumiendo, a continuacién, las perspectivas a futuro:

e Evaluar la actividad del aguamiel en diferentes lineas celulares de cancer,
a diferentes dosis, empleando la misma metodologia.
e Evaluar el efecto que presenta el aguamiel en experimentos in vivo con

biomodelos.
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11.

Evaluar en una etapa preclinica la respuesta que presentan los pacientes
con céncer de colon al entrar en contacto con una dosis establecida de

aguamiel via oral, alterno a su tratamiento médico.
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