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I RESUMEN

En algunas regiones serranas del estado de Sinaloa se ha identificado la
presencia de maices criollos con caracteristicas quimicas unicas. Dentro de la
composicidn quimica de estos materiales criollos se ha reportado la presencia de
compuestos bioactivos, como acidos fendlicos, antocianinas y carotenoides,
asociados con capacidad antioxidante (quimica y celular) y actividad
antiproliferativa en células Caco2. Durante la transformacion de maiz por
nixtamalizacion, los compuestos bioactivos disminuyen, sin embargo, los
remanentes de estos compuestos en tortillas son los responsables de
proporcionar propiedades nutricionales y nutracéuticas al consumidor. El objetivo
de la presente investigacion fue evaluar fracciones ricas en polifenoles y
antocianinas de maiz criollo azul, y tortillas obtenidas por nixtamalizacion
tradicional sobre propiedades antioxidantes y anticancerigenas (utilizando lineas
celulares Daoy, HeLa y SW-480). El contenido de fendlicos totales para las
fracciones ricas en polifenoles y antocianinas en tortilla mostré incrementos del
90 y 17%. Sin embargo, el contenido de antocianinas totales solo mostré un
incremento del 60% en la fraccion rica en antocianinas de tortilla. Se identifico
por HPLC que cianidina-3-glucosido, es el flavonoide mayoritario en grano crudo
y tortilla nixtamalizada. La capacidad antioxidante por los métodos de ABTS y
ORAC mostraron una mayor actividad en la fraccion rica en polifenoles de tortilla.
La viabilidad celular disminuy6 hasta un 50 % en grano crudo vy tortilla para las
dos fracciones utilizadas, mientras que la proliferaciéon celular disminuyo
principalmente en tortilla nixtamalizada. Se induce apoptosis en al menos la mitad
de la poblacién celular. Con base a los resultados, se observo que la fraccidn rica
en antocianinas de tortilla nixtamalizada contiene compuestos bioactivos que

demuestran su efecto anticancerigeno en las diferentes lineas celulares tratadas.

Palabras clave: Maiz criollo azul, antocianinas, Hela, Daoy, SW-480.



ABSTRACT

In some mountain regions of the state of Sinaloa, the presence of criollo maize
with unique chemical characteristics has been identified. The presence of
bioactive compounds, such as phenolic acids, anthocyanins and carotenoids,
associated with antioxidant capacity (chemical and cellular) and antiproliferative
activity in CacoZ2 cells has been reported within the chemical composition of these
criollo materials. During the transformation of corn by nixtamalization, the
bioactive compounds decrease, however, the remnants of these compounds in
tortillas are responsible for providing nutritional and nutraceutical properties to the
consumer. The objective of the present investigation was to evaluate fractions rich
in polyphenols and anthocyanins of blue Creole corn, and tortillas obtained by
traditional nixtamalization on antioxidant and anticancer properties (using Daoy,
HelLa and SW-480 cell lines). The content of total phenolics for fractions rich in
polyphenols and anthocyanins in tortilla showed increases of 90 and 17%.
However, the content of total anthocyanins only showed an increase of 60% in
the fraction rich in tortilla anthocyanins. It was identified by HPLC that cyanidin-3-
glucoside is the major flavonoid in raw grain and nixtamalized tortilla. The
antioxidant capacity by the ABTS and ORAC methods showed greater activity in
the polyphenol-rich fraction of tortilla. The cell viability decreased up to 50% in
raw grain and tortilla for the two fractions used, while cell proliferation decreased
mainly in nixtamalized tortilla. Apoptosis is induced in at least half of the cell
population. Based on the results, it was observed that the fraction rich in
anthocyanins from nixtamalized tortilla contains bioactive compounds that
demonstrate its anticarcinogenic effect in the different treated cell lines.

Key words: Blue Creole corn, anthocyanins, Hela, Daoy, SW-480.



Il. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, México ha generado y recibido los beneficios de
una mejoria notable en las condiciones de salud. El perfil demografico es causa
y consecuencia del perfil epidemioldgico del pais. La estructura por edad muestra
una poblacion que envejece paulatinamente, con el desplazamiento ascendente
de la edad mediana, una menor participaciéon de la poblacion infantil, y un
crecimiento de los grupos de edad media, edad productiva, asi como el
incremento acelerado de la poblacion mayor de 65 afos, en consecuencia, las

causas principales de muerte también se han modificado (INEGI, 2016).

En el afno 2008 se observd que en el pais las principales causas de muerte
entre hombres y mujeres eran similares, destacando enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus y tumores malignos. Las enfermedades del
corazon son las primeras causas de muerte en la poblacion del pais, el 14.4 %
de las defunciones masculinas, y el 16.7 % de las femeninas, se deben a
padecimientos de este tipo. La diabetes mellitus representa la segunda causa de
muerte en hombres con 10.5 %, mientras que para mujeres es 15.1 %. La tercera
causa de muerte entre la poblacion corresponde a tumores malignos, en hombres
10.5 % y en mujeres 15.1 %. En conjunto, las tres principales causas de muerte
agrupan 56.1 % de las defunciones masculinas y 43.7 % de las femeninas
(INEGI, 2014).

Recientemente se ha sugerido el papel del estrés oxidativo en las
enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo | y Il y cancer; actualmente es
objeto de investigaciones extensivas. El estrés oxidativo se define como un
desbalance entre la produccion de radicales libres y metabolitos reactivos,
también llamados especies reactivas de oxigeno y la eliminacion de estos ultimos

(por mecanismos protectores), son llamados antioxidantes (Reuter y col., 2010).

Diversas investigaciones han probado que las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), como productos del metabolismo celular

10



normal, juegan un papel muy importante en la estimulacion de las vias de
sefializacion que estan involucradas en diversas enfermedades (Fang y col.,
2009; Reuter y col., 2010). Se han identificado numerosos agentes quimicos que
interfieren con estas vias de sefializacidbn redox, estos agentes incluyen
compuestos nutracéuticos derivados de cereales, leguminosas, especias, frutas
y vegetales (Virgili y Marino, 2008; Coté y col., 2010; Schreckinger y col., 2010).
El conocer e identificar mecanismos de induccion de muerte celular, tras tener
una ceélula neoplasica en los organismos vivientes, es de relevante importancia
hoy en dia, pero aun mas, el que estos mecanismos sean inducidos por
componentes nutracéuticos encontrados en los alimentos tradicionales de
nuestro pais, como lo es el maiz azul regional. Es por ello, que en este trabajo se
evaluaron las fracciones de polifenoles y antocianinas de maiz criollo azul y tortilla
nixtamalizada sobre propiedades anticancerigenas y apoptéticas utilizando

lineas celulares Daoy, HelLa y SW-480.

11



1] REVISION DE LA LITERATURA
A CANCER
1 Generalidades del Cancer

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo; en el afo 2012 se registraron 14 millones de nuevos casos y 8.2
millones de muertes relacionadas con el cancer (OMS, 2015). Se preveé que el
numero de nuevos casos aumente en aproximadamente un 70% en los proximos
20 anos. En 2012, los tipos de cancer diagnosticados con mas frecuencia en el
hombre fueron de pulmén, prostata, colon y recto, estomago e higado (OMS,
2015). En mujer fueron de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y
estobmago. Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a
cinco factores de riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal
elevado, ingesta reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo
de tabaco y consumo de alcohol (OMS, 2015).

El consumo de tabaco es el factor de riesgo mas importante, y es la causa
del 20% de las muertes mundiales por cancer en general, y alrededor del 70%
de las muertes mundiales por cancer de pulmén. Los canceres causados por
infecciones viricas, tales como las infecciones por virus de hepatitis B (VHB) y C
(VHC), o por virus del papiloma humano (PVH), son responsables de hasta un
20% de las muertes por cancer en los paises de ingresos bajos y medios. Mas
del 60% de los nuevos casos anuales totales del mundo se producen en Africa,
Asia, América Central y Sudamérica. Estas regiones representan el 70% de las
muertes por cancer en el mundo. Se preveé que los casos anuales de cancer
aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 millones en las proximas dos
décadas (Informe mundial sobre el cancer 2014, IARC; OMS, 2015).

En 2012, de cada 100 hombres de 20 afios y mas que egresan de un
hospital por cancer, 25 padecen tumores malignos en organos del sistema
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digestivo. En 2012, el cancer de mama es la principal causa de egreso
hospitalario entre las mujeres de 20 afnos y mas (30.8 por ciento) (INEGI, 2015).
En 2013, del total de las defunciones por tumores malignos en la poblacion de 20
anos y mas, 48.9% corresponden a hombres y 51.1% a mujeres. Del total de
tumores malignos en la poblacion de 20 afios y mas, los de érganos digestivos
son la primera causa de mortalidad entre esta poblacién, con 32 casos por cada
100 mil habitantes (INEGI, 2015).

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la
proliferacion incontrolada de células que se encuentran dafiadas genéticamente.
Estas células presentan dos caracteristicas fundamentales que las hacen
potencialmente peligrosas al organismo. En primer lugar, se producen sin
responder a los mecanismos de regulacion y control, y por otra parte, invaden
regiones que corresponden a otras células. El desarrollo de un cancer implica la
presencia de varias alteraciones genéticas en la célula, solo una alteracion no es
suficiente para originarlo. Estas mutaciones se van acumulando en las células
somaticas a lo largo de la vida, por lo que la probabilidad de desarrollar un cancer,
en la mayoria de los casos aumenta considerablemente con la edad. La mayoria
de las células cancerosas son genéticamente inestables y presentan defectos en
los procesos de muerte y diferenciacion. Los genes supresores de tumor
codifican proteinas que restringen la proliferacion de la transformacién (Lozano y
col., 2005, Redondo, 2014; U-Syn Ha y col., 2015).

El cancer como enfermedad es bien conocido a lo largo de la historia de
la humanidad. Esta entidad, mediante un proceso de carcinogénesis involucra
diferentes mutaciones genéticas y cambios epigenéticos en proto-oncogenes,
genes supresores tumorales, genes de reparacion celular y microRNAs, con el
fin de conferirle un fenotipo maligno a un clon celular; es decir adquiere la
capacidad de ser autodependiente, invadir, evadir la respuesta inmune y dar
metastasis a otras partes del cuerpo. Estos cambios genéticos son causados por

la exposicion ambiental, fisica y biolégica, que aumenta la susceptibilidad a
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padecer cancer y modificar el perfil epidemiolégico de cada pais, explicando la
gran variabilidad en la incidencia de morbilidad y mortalidad mundial por cancer
(Barroso-Mercado, 2014).

La transformaciéon maligna de una célula, es un proceso complejo que
resulta de varios eventos moleculares, lo mas importante son la activacion de
proto-oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumores, el cual ha
sido uno de los campos mas estudiados dentro de la investigacion de cancer
(Baez-Alvarado y col., 2008).

Actualmente se conocen varios factores de riesgo del cancer, sin embargo,
en la mayoria de las personas que sufren esta enfermedad no es posible
identificar factores de riesgo especificos (Fernandez y col., 2015). El ambiente,
los genes y el estilo de vida se conjugan para incrementar o disminuir la
probabilidad de desarrollar cancer. Distintos eventos tempranos o tardios en la
vida de los pacientes pueden influenciar sobre el riesgo de padecer cancer, sin
embargo, es complicado explicar por qué algunas personas desarrollan la

enfermedad y otras no (Fernandez y col., 2015).
2 Desarrollo del Cancer
a Proliferacion

La proliferacion celular se define como el incremento del numero de
células por division celular. Ademas, tiene como caracteristica ser muy
especifica, y tiene una forma de control con base a cada tipo de célula, y a su
localizacion. Existen diversos mecanismos de regulacion que controlan la
proliferacion celular, pero el mas importante es el conjunto de proteinas que
participan en la division celular. Para esto, cada tipo de célula va a contar con
receptores especificos para factores de crecimiento caracteristicos y que estaran
estimulados en respuesta a otros factores (FIBAO, 2008; Redondo, 2014).
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El control de la proliferacion celular es esencial para el correcto
funcionamiento del organismo. La pérdida de esta regulacion incide en el
desarrollo de ciertas enfermedades como el cancer, donde una sola célula va a
formar una linea celular con capacidad de proliferar de manera ilimitada e
incontrolada debido a mutaciones genéticas. Por el contrario, la pérdida de la
capacidad de proliferacion celular incide como uno de los factores causantes del
envejecimiento (FIBAO, 2008; Redondo, 2014).

b Diferenciacion

Para que exista el desarrollo de enfermedades como el cancer, se requiere
un desbalance entre tres mecanismos: proliferacion, diferenciacion y apoptosis.
Si alguno de estos tres mecanismos falla puede incidir en que se lleven a cabo o
no, los otros dos. El proceso de diferenciacion por si solo, hace que cada tipo
celular exprese un perfil de genes caracteristicos, haciéndolos diferentes entre
si. Este perfil de expresién marca la capacidad proliferativa de cada tipo celular y
su forma de responder a cada tipo de estimulo (Wang y col., 2008; Redondo,
2014).

Células como las epiteliales o hematopoyéticas, poseen una alta
capacidad proliferativa, ya que estan en constante renovacion. Mientras que las
neuronas, poseen una capacidad proliferativa muy baja (FIBAO, 2008; Redondo,
2014).

c Apoptosis

La apoptosis es un proceso fisiologico de muerte celular por el cual las
células mueren de forma controlada en respuesta a diversos estimulos. Se trata
de un proceso fisioldgico esencial en el desarrollo de un organismo, en el control
de la homeostasis de la célula, y en la respuesta a diferentes agentes externos,
como son radiaciones ionizantes o agentes quimioterapicos. El exceso, o por

defecto de este proceso, puede ser causa del desarrollo de diversas patalogias,
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entre ellas el cancer (Wang y col., 2008, Redondo, 2014).

La homeostasis de los tejidos esta regida por el equilibrio entre tres
mecanismos: proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Todas las células
disponen de los mecanismos y maquinaria necesaria para desarrollar estos
procesos, y su regulacion es consecuencia de la integracion de sefales intra y
extracelulares que condicionan a la célula a seguir un camino u otro. En algunos
casos este equilibrio se altera produciendo un acumulo de células que puede
originar un cancer. Este exceso celular podria ser la consecuencia de una
proliferacion descontrolada de células, una disminucion del proceso normal de
apoptosis, o bien a ambos casos (Green y Evan, 2002; Hanaham y Weinberg,
2000; Wang y col., 2008; Redondo, 2014).

Para que exista un desarrollo de la tumorogénesis, se requiere el acumulo
de diversos factores que alteren dentro de una misma célula para adquirir un
mayor indice proliferativo, y volverse maligna con independencia de factores de
crecimiento y supervivencia, resistencia a sefiales de inhibicién del crecimiento,
bloqueo de los sistemas que limitan la replicacién, inhibicién de la apoptosis,
activacion de angiogénesis e invasion de tejidos, asi como la aparicion de la
metastasis (Green y Evan, 2002; Hanaham y Weinberg, 2000; Wang y col., 2008;
Redondo, 2014).

Los defectos en el proceso de apoptosis, permiten que las células
sobrevivan mas alla de su vida fisioldgica, permitiéndoles prescindir de factores
extracelulares para la supervivencia y protegerse frente a la hipoxia y el estrés
celular que provoca el tumor. Esta inhibicion de la apoptosis también ofrece a la
célula mas tiempo para acumular alteraciones genéticas que pueden contribuir a
la desregulacion del ciclo celular, la alteracion del patron de diferenciacion del
tejido, la estimulacion de la angiogénesis o el aumento en la movilidad e
invasividad celular (Reed, 2003, Wang y col., 2008; Redondo, 2014).

3 Mecanismos de acciéon implicados

16



El oxigeno (O2) contenido en el aire que normalmente respiramos es
fundamental para la vida, sin embargo, muchas reacciones en las que participa
el O2 genera radicales libres (RL), los cuales son considerados dafiinos para la
célula. A este proceso se le ha denominado la paradoja del oxigeno. La reduccién
tetravalente en la mitocondria para producir agua mediante la cadena de
transporte de electrones es relativamente segura; no obstante, la reduccion
univalente de oxigeno genera intermediarios reactivos, tales como peréxido de
hidrégeno (H20:), el radical aniénico superéxido (O-2), y el radical hidroxilo (OH),
este ultimo extremedamente reactivo (Wang y col., 2008; Redondo, 2014; Lippert

y col., 2017; Fernandez y col., 2018).

El desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de
especies oxidantes que provocan dano oxidativo a las biomoléculas, y que no
puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes, se denomina estrés
oxidativo, el cual se ha relacionado con el envejecimiento y mas de 100
padecimientos cronico degenerativos, ya que las especies reactivas y los
radicales libres favorecen la presencia o las complicaciones de enfermedades
como aterosclerosis, diabetes mellitus, procesos inflamatorios, el proceso
isquemia/reperfusion, enfermedad de Alzheimer, y diversos tipos de cancer;
constituyendo asi uno de los mecanismos fisiopatoldgicos mas importantes para
explicar dichos procesos morbosos (Wang y col., 2008, U-Syn Ha y col., 2015;
Redondo, 2014; Lippert y col., 2017 y Fernandez y col., 2018).

Se estima que las células humanas sufren diariamente 10,000 reacciones
o golpes (hits) de RL, los cuales se pueden incrementar en funcién al numero de
factores pro-oxidantes, propiciando un aumento en el riesgo de aparicion de
enfermedades agudas y cronicas. En este sentido, los factores pro-oxidantes
mas estudiados relacionados con la aparicién y complicacion de enfermedades
agudas y cronicas, son tabaquismo, alcoholismo, contaminacion ambiental,

radiacion ultravioleta, horas de suefio, ejercicio fisico extenuante, alimentacion

17



inadecuada, género masculino, consumo de drogas, estrés psicoldgico y la edad
(envejecimiento). Todos estos factores hacen que el organismo humano genere

el proceso de estrés oxidativo (Redondo, 2014; Lippert y col., 2017).
a Extrés oxidativo

El estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos es definido como un
desbalance entre la produccion de RLs y su neutralizacién y/o eliminacién por los
mecanismos de defensa antioxidantes (enzimaticos y no-enzimaticos). Si este
desbalance tiende a la sobreproduccidn de RLs, y excede la capacidad de
defensa antioxidante de las células, estas ultimas empiezan a sufrir las
consecuencias del estrés oxidativo. El incremento en los niveles de radicales
libres pueden causar dafio a practicamente todos los componentes celulares,
incluyendo membranas, ADN, bicapas lipidicas y proteinas, los cuales son
componentes de todos los tipos de células en el organismo (Durackova, 2010).
El dafio celular provocado durante el estrés oxidativo conduce a una variedad de
enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, ateroesclerosis, cancer, artritis,
deficiencia inmunoldgica, enfermedades cardiovasculares, diabetes, inflamacion,

envejecimiento cutaneo y celular, etc. (Masisi y col., 2016).
b  Danos provocados por los radicales libres

Los RLs tienen doble funcién, por un lado son importantes en el proceso
de fagocitosis como agentes microbicidas, en varias reacciones bioquimicas
(hidroxilacion, carboxilacion y peroxidacion o reduccién de ribonucleotidos), como
biomoduladores y reguladores en la transduccion de sefales intercelulares,
ademas de actuar como mensajeros secundarios para activar diferentes vias de
sefalizacion por la induccidn de genes de respuesta al estrés; pero por otro lado,
presentan un efecto oxidativo sobre importantes biomoléculas (Durackova, 2010;
Dasgupta y Klein, 2014).
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Los principales objetivos de los RLs durante el estrés oxidativo son
biopolimeros, como proteinas, moléculas de ADN (acido desoxirribonucleico) y
ARN (acido ribonucleico), carbohidratos y &acidos grasos poliinsaturados
(Halliwell, 2006; Craft y col, 2012) (Figura 1).

Por otro lado, el organismo dispone de un sistema antioxidante para
contrarrestar la generacion de RL, con lo cual mantiene un equilibrio

homeostatico (Zorica-Jurani¢ y col., 2005).

B ANTIOXIDANTES

En bioquimica y medicina, los antioxidantes son enzimas y otras
sustancias organicas como la vitamina E y el B-caroteno de los alimentos que
disminuyen los efectos oxidativos de las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno sobre los tejidos, contrarrestando el efecto adverso sobre la funcion
fisiologica normal en humanos. Esto se logra al retrasar, evitar o eliminar el dafio
oxidativo a una molécula diana, ya sea de forma directa, mediante la captacion
de especies reactivas, o indirecta al regular las defensas antioxidantes
endogenas e inhibir la produccion de especies reactivas (Halliwell, 2006; Carocho
y Ferreira, 2013).

a Clasificacion del sistema antioxidante en el organismo humano

El sistema antioxidante biologico esta dividido en dos grupos principales,
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Figura 2). Los antioxidantes
enzimaticos se dividen en defensas enzimaticas primarias y secundarias. Con
respecto a la defensa primaria, se compone de tres enzimas importantes que
impiden la formacién o neutralizan los RLs: glutation peroxidasa, que dona dos
electrones para reducir los peroxidos a través de la formacion de selenoles, y
también elimina los peréxidos como posible sustrato para la reaccidén de Fenton

(Carocho y Ferreira, 2013; Fernandez y col., 2018).
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Figura 1. Dafo a las principales biomoléculas provocado por los radicales
libres.

Carocho y Ferreira (2013).
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Figura 2. Clasificacion de los antioxidantes bioldgicos. Las palabras verdes

representan los antioxidantes exégenos, mientras que las negras representan los

antioxidantes enddgenos.

Carocho y Ferreira (2013).

21



La enzima catalasa convierte el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno
molecular, y tiene una de las mayores tasas de rotacion conocidas por el hombre,
lo que permite que so6lo una molécula de catalasa pueda convertir 6 mil millones
de moléculas de peroxido de hidrogeno. Finalmente, la superoxido dismutasa que
convierte aniones superoxido en peroxido de hidrogeno como un sustrato para la
catalasa (Rahman, 2007, Cui y col., 2017).

La defensa enzimatica secundaria incluye a la glutation reductasa y la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La glutation reductasa reduce el glutation
(antioxidante) de su forma oxidada a reducida, por lo que lo recicla para que siga
neutralizando mas RLs. La glucosa-6-fosfato regenera NADPH (nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato, coenzima utilizada en reacciones anabdlicas), con
lo cual se crea un entorno de reduccion (Ratnam y col., 2006). Estas dos enzimas
no neutralizan los RLs directamente, pero cumplen funciones de apoyo a otros

antioxidantes enddégenos (Ratnam y col., 2006; Cui y col., 2017).

Por su parte, los antioxidantes exdégenos suministrados a través de la dieta
se componen de flavonoides, carotenoides, acidos fendlicos, compuestos con
azufre, algunos minerales, y vitaminas como el acido ascorbico y vitamina E
(Halliwell, 2006; Carocho y Ferreira, 2013).

b Mecanismo de accion de un antioxidante

Un antioxidante es cualquier sustancia que retrase, prevenga o elimine el
dafio oxidativo de una molécula blanco. Por lo que los antioxidantes pueden
actuar eliminando especies reactivas de oxigeno o nitrégeno, removiendo iones
metalicos que pueden catalizar reacciones de oxidacion y rompiendo cadenas en
secuencias de iniciacion oxidativa (Fantini y col., 2015). En este sentido, en un
organismo la proteccion antioxidante puede operar a diferentes niveles (Figura
3).
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Figura 3. Sistema antioxidante y sus niveles de defensa.

Mendoza y Retana (2009).
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En funcién de su modo de accidn, los antioxidantes se pueden clasificar
como antioxidantes primarios, secundarios o co-antioxidantes. Los antioxidantes
primarios tienen la capacidad de donar rapidamente un atomo de hidrégeno a un
radical de lipidos, formando un nuevo radical, que es mas estable. Los
antioxidantes secundarios reaccionan con los radicales iniciadores (o inhiben las
enzimas iniciadoras), o reducen el nivel de oxigeno (sin generar especies de
radicales reactivos). Por lo tanto, estos antioxidantes secundarios pueden
retardar la velocidad de reaccion de iniciacién del radical por eliminacion de
iniciadores. Esta reaccion se puede generar por la desactivacion de las especies
de alta energia (oxigeno singlete); al absorber luz ultravioleta, al captar oxigeno
y quelantes de metales que catalizan la reaccién de RLs, o al inhibir enzimas
como peroxidasas, NADPH oxidasa, xantina oxidasa, entre otras enzimas
oxidativas (Singh y Singh, 2008).

Actualmente los habitos dietéticos promueven un mayor consumo de
frutos frescos y secos, verduras, y cereales integrales, ya que estan relacionados
con una disminucién en los procesos de estrés oxidativo por su alto contenido de
compuestos bioactivos presentes. Entre estos compuestos destacan vitaminas
(hidrosolubles y liposolubles), fendlicos y carotenoides antioxidantes vy
anticarcinogénicos (Halliwell y Chirico, 1993; Sarkar y Shetty, 2014; Milan-Carrillo
y col., 2016; Gaxiola-Cuevas y col., 2017).

Estos compuestos bioactivos presentan interesantes propiedades
biolégicas y pueden ser empleados como agentes preventivos naturales contra
enfermedades originadas por el estrés oxidativo, dada su capacidad antioxidante
al neutralizar RLs (Rao y Rao, 2007; Pan y col, 2008; Masisi y col, 2016). Sin
embargo, recientemente se han atribuido diversas propiedades benéficas de los

cereales, destacando entre ellos el maiz y sus productos derivados.
(o MAIZ (Zea mays L.)

1 Generalidades
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México es el lugar de origen de este cultivo; existen en el territorio nacional
miles de variedades criollas y locales, asi como parientes silvestres (Massieu
Trigo y Montenegro, 2002). El maiz es el cereal que mas se produce en el mundo
(FIRA, 2016). Gracias a sus cualidades alimenticias para la produccién de
proteina animal, el consumo humano y el uso industrial se ha convertido en uno
de los productos mas importantes en los mercados internacionales. Su relevancia
econdmica y social, supera a la de cualquier otro cultivo. Adicionalmente, el
cultivo y transformacion del maiz es fuente de empleo y alimento para un numero
importante de personas en el mundo (FIRA, 2016).

El nombre cientifico del maiz es Zea mays, pertenece a la familia
GRAMINEAE, tribu Tripsaceae (Maydeae) y género Zea dentro del cual
solamente la especie mays, se incluye en el nombre cientifico. Es una planta
anual con un ciclo vegetativo que oscila entre 20-80 dias desde la siembra hasta
la cosecha. La altura de la planta es muy variable, existen variedades enanas de
40-60 cm, hasta cultivares gigantes de 200-300 cm. Cada planta tiene de una a
tres mazorcas, dependiendo de la variedad y las condiciones ambientales (Saad,
1999).

El maiz posee una fuerte conexion que permite unir los contextos social y
cultural, esto hace que sea el alimento basico de nuestro pais, de forma
tradicional se consume como tortilla (Massieu Trigo y Montenegro, 2002).

2 Consumo del maiz en México

El maiz es el grano de mayor produccién a nivel mundial. La produccion y
utilizacion de este varia en cada pais; la produccion de Estados Unidos es para
consumo externo y animal, en China se utiliza principalmente para la
alimentacion de ganado, y en México la produccion de maiz es para consumo
humano (FAO, 2016).
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México es el principal productor de maiz blanco en el mundo. Asimismo,
es el cultivo mas importante del pais, ya que representa aproximadamente el 35%
de la superficie sembrada durante un afo agricola, tanto para cultivos ciclicos
como perennes. Ademas, se consumen anualmente alrededor de 20 mtm
(millones de toneladas métricas). El fortalecimiento de los precios internacionales
incentivara la produccién de granos en México. En el largo plazo, se espera que
la produccién de maiz blanco superé los 25 millones de toneladas (FAO, 2016).

En nuestro, pais las necesidades fisicas de maiz blanco se cubren
principalmente de las cosechas de los estados de Sinaloa y Jalisco (FAO, 2016).

En México la tortilla sigue siendo elaborada principalmente con masa de
maiz nixtamalizado al representar un 65%, frente a un 35% por ciento que es
elaborada con harina de maiz que esta fragmentada de la siguiente manera: 25%
por Maseca, 8% por Minsa, 1% por Harimasa, 0.50% por Cargill, 0.40% Macsa y
0.20% por Blancas (FAO, 2016). A su vez, la forma de consumo mas tradicional
en México es la tortilla, volviendo al maiz como un alimento basico para todos los
mexicanos (SAGARPA, 2017).

3 Maiz azul

Se ha estimado que solamente el 3% de la producciéon de maiz domesticado
es de genotipos azules, negros o morados (Serna-Saldivar y col., 2011). El
pigmento azul se encuentra en la capa de células llamada aleurona, donde una
mayor concentracion de pigmentos de antocianina (principalmente cianidina y
pelargonidina) hace que los granos parezcan negros (Collison y col., 2015; Mora-
Rochin y col., 2016) (Figura 4).

La mayoria de los maices azules son tipicamente de grano harinoso y con
endospermo de textura suave. Las razas de maiz azul muestran caracteristicas
muy variables de la planta, incluidos los periodos de floracion, y la altura entre
plantas. Otra caracteristica peculiar es el mayor numero de tallos por planta, que

muchas veces no producen mazorcas.
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Figura 4. Estructura del grano de maiz criollo azul.
Fuentes (2012).
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Sin embargo, el grado de ahijamiento en una poblacién es factible de
reducirse a través de algun método de seleccién (Salinas-Moreno y col., 2010).

Las caracteristicas agrondmicas que varian dentro de los maices azules
son dias de floracién masculina y femenina, numero de hileras por mazorca, largo
y ancho del grano. Existe una notoria variacion genética en el intervalo entre
floracién masculina y femenina que va de 4.4 dias a 8 dias (Miguel y col., 2004;
Salinas-Moreno y col., 2010).

El grano azul con endospermo harinoso, posee mayor valor alimenticio que
el grano amarillo, el contenido de lisina en maiz azul es de 2.3 mg/g versus 1.4
mg/g de maiz hibrido amarillo; el contenido de proteina y minerales en maiz azul
también es mas alto que el de otras variedades. Ademas, el maiz azul contiene
flavonoides, que actualmente se utilizan como fuente de antioxidantes (Gaxiola-
Cuevas y col., 2017).

No obstante, las caracteristicas mas destacadas del maiz azul son su
atractivo color y su diferente sabor (Miguel y col., 2004). Recientemente, el maiz
azul ha sido utilizado para elaborar tortillas y botanas pigmentadas, debido a que
estos productos se aprecian como promotores de salud.

La raza Elotero de Sinaloa es cultivada en el occidente de México, desde
Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, y se extiende hasta Michoacan y Guerrero
(Sanchez, 1989; Ron y col., 2006; Carrera y col., 2008; Gémez y col., 2010;
CONABIO, 2011).

El maiz azul se localiza con mayor frecuencia en la parte sur de Sinaloa, en
municipios como Concordia y El Rosario, y en la parte sur-centro, en los
municipios de San Ignacio y Cosala (CONABIO, 2008).

4 Composicion quimica del grano del maiz y su valor nutricional

La composicion quimica del maiz varia de acuerdo a diferentes

condiciones climatolégicas, variedad (genotipo) y condiciones de crecimiento; a
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su vez, dentro de las distintas zonas del mismo grano, su composicion varia de

un lugar a otro.

La fraccién del pericarpio se caracteriza por un elevado contenido de fibra
cruda (aproximadamente 87 %), que a su vez esta formada esencialmente por
hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina (0.1 %) (Burge y Duensing, 1989).
El endospermo contiene cerca del 86.4 % de almidén, 9.4 % de proteinas, y 0.8
% de lipidos. El germen contiene 34.5 % de lipidos, y 18.8 % de proteinas,
ademas contiene 28 % de sdlidos hidrosolubles (azucares, proteinas
hidrosolubles, minerales y vitaminas), y el porcentaje restante de solidos
insolubles en agua (Eckhoff y col., 2003) (Cuadro 1).

5 Compuestos bioactivos en maiz azul

El metabolismo de las plantas se puede separar en las vias primarias y
secundarias presentes en todas las células. Las vias primarias se ocupan del
metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos, proteinas y acidos nucleicos a
traves de reacciones como la glucdlisis, el ciclo del acido tricarboxilico, las
pentosas fosfato y la biosintesis de lipidos, proteinas y acidos nucleicos. En
contraste, los metabolitos secundarios (por ejemplo, terpenos, alcaloides,
fenilpropanoides, lignina, flavonoides, cumarinas, etc.) se producen por la via del
acido shiquimico, malonico, acido mevalonico, y la via metil eritritol fosfato
(Saltveit, 2009). En general, los compuestos fitoquimicos (Figura 5) son
constituyentes bioactivos no nutricionales en alimentos de origen vegetal y se
clasifican en compuestos fendlicos, terpenoides, alcaloides y compuestos con
azufre (Goldberg, 2003).

Los compuestos bioactivos o fitoquimicos se caracterizan por ser
suplementos dietéticos benéficos para la salud que se ingieren en forma
concentrada en pildoras, pastillas, capsulas o ténicos (Drago Serrano y col.,
2006).
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Cuadro 1. Composicion quimica del grano de maiz

Fraccion Grano Almidéon Proteina Lipidos Azucares Cenizas
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Grano 100.00 71.5 10.3 4.8 2.0 1.4
entero
Endospermo 82.3 86.4 9.4 0.8 0.6 0.3
Germen 11.5 8.2 18.8 34.5 10.8 10.1
Pericarpio 53 1.3 3.7 1.0 0.3 0.8
Pedicelo 0.8 5.3 9.1 3.8 1.6 1.6

Watson, (1987).

30



Galotaninos COOH
+ D EERTEE -
Elagitaninos
HO OH
H
Acido galico

CHy0 Z
Cumarinas
»

’
s
.

OH c‘ O
OH

Isoflavonoides

v, FO
S~CoA
OH

HO MERESES - o

B OH
HO
p-Coumaroyl CoA

OH  Estilbenos

Catequma' Lignanos

Cutlna Y
Suberina : Lignina
Esporopolleina '

Proantociapidinas

Figura 5. Diversificacion de los fenilpropanoides basado en la via metabdlica

i :
Auronas m

Fenilpropenos "
Poliaminas acetiladas

COOH

(o) Y H

8n

Dihidroxishikimato

COOH

HO™ H
OH
Shikimato

v

COOH

Fenilalanina

Cinamato

CH30.

CH,0

COOH

- COOH

CH,

Isocorismato

COOH

Acido salicilico

COOH

Acido benzoico

L
' Oweglucose

l’:'steres de fenilpropanoides

fenilpropanoide. Los metabolitos de la via siquimato y el metabolito central, CoA

4-coumaril estan sombreadas en gris.

Vogt (2010).

31



El comun denominador de la mayoria de los compuestos bioactivos, o
compuestos nutracéuticos, son sus propiedades antioxidantes (Cuadro 2). Estos
compuestos contrarrestan a los RLs, responsables de causar la oxidacion de
membranas y dafio al ADN, desencadenando enfermedades como cancer,
problemas cardiovasculares, fibrosis y envejecimiento (Wang y col., 2014).

Ademas, el efecto benéfico a la salud, no se atribuye solamente a
compuestos individuales, sino al efecto combinado de fibra dietaria, fendlicos,
vitaminas, y otros componentes bioactivos presentes en la matriz alimenticia
(Fardet, 2010).

a Acidos Fendlicos

Los acidos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, se clasifican en acidos hidroxibenzoicos y acidos
hidroxicinamicos (Robbins 2003, Stalikas, 2007, Urias-Orona y col., 2015). Una
de las principales propiedades biologicas de estos compuestos es su alta
actividad antioxidante, propiedad atribuida a la estructura quimica, la cual tiene
un nucleo fendlico y una cadena lateral insaturada que le permite formar un
radical fenodxilo estabilizado por resonancia, el cual tiene actividad como agente
secuestrador de radicales libres. Es por ello, que los acidos fendlicos estan
relacionados con la proteccion del ADN vy lipidos en la membrana celular contra
especies reactivas de oxigeno, sugiriéndose su uso como agentes preventivos
de enfermedades ligadas al estrés oxidativo (Srinivasan y col., 2007, Adelakun y
col., 2012, Urias-Orona y col., 2015).

Los acidos fendlicos son derivados del acido benzoico y del acido cinamico
(Fantini y col., 2015). Los acidos hidroxibenzoicos tienen una estructura C6-C1,
se encuentran en pocas plantas comestibles y no poseen valor nutricional
(Figura 6). Los miembros de esta subclase son el acido protocatéquico y el acido
galico, el acido fenolico mas comun. En su forma de éster de galoil no azucarada
se encuentra principalmente en uvas, vino, té verde y negro, y mangos (Fantini y
col., 2015).
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Cuadro 2. Compuestos bioactivos en el grano de maiz

Compuesto Efecto benéfico Genotipo

bioactivo

Carotenoides Actividades preventivas del cancer, Amarillo vy

(Luteina, proteccion contra la degeneracion rojo

zeaxantina, B- macular relacionada con la edad, efecto

criptoxantina, B- inhibitorio contra la promocion de

carotenos) hepatocarcinogénesis

Acido ferulico Antiinflamatorio, anti carcinogénesis de Amarillo,
colon y efecto anti-diabético mediante la naranja vy
estimulacién de secrecién de insulina blanco

Antocianinas Inhibicidon de carcinogénesis colorectal, Rojo, azul,
antimutagénico y antioxidante, previene morado,
obesidad y disminuye la hiperglicemia, negro
antimicrobiano, protector gastrico

Fitoesteroles Disminuye colesterol LDL en suero, inhibe Grano
la absorcion de colesterol de la dieta y entero (sin
biosintesis de colesterol color

especifico)

Luo y Wang (2012).
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El acido galico también es el precursor biosintético de los taninos
hidrolizables (galotaninos y elagitaninos), donde se producen como ésteres de
azucares complejos. Los galotaninos se encuentran en los mangos; mientras los
elagitaninos se producen en frutos rojos como las fresas, frambruesas y las

moras (Fantini y col., 2015).

Los acidos hidroxicinamicos tienen una estructura C6-C3 y se encuentran
principalmente en formas glicésiladas o ésteres de acido quinico, shiquimico y
tartarico (Figura 6). Los acidos hidroxicinamicos mas comunes son acido cafeico,
acido ferulico, acido p-cumarico y acido sinapico. Cuando se combinan, el acido
cafeico y el acido quinico forman acido clorogénico, que se encuentra en frutas
(arandanos, kiwis, ciruelas, cerezas, manzanas) y en altas concentraciones en el
café (70-350 mg en una sola taza). El acido cafeico, es el acido fendlico mas
abundante, comprende del 75 al 100 % del contenido total de acido
hidroxicinamico de la mayoria de las frutas. Sin embargo, el acido ferulico es el
acido fendlico mas abundante en cereales, y comprende hasta el 90 % del total
del polifenol contenido en el grano de trigo. En el grano de maiz y sus productos,
se ha reportado que el acido ferulico es el predominante, ademas proporciona
mas del 90 % de la capacidad antioxidante en maiz (Adom y Liu, 2002).

Los compuestos fenolicos mas abundantes de los cereales son los acidos
hidroxicinamicos, siendo el acido ferulico el principal, seguido por los acidos
diferulicos y cumarico. Se ha reportado que el 90 % del acido ferulico presente
en los cereales se encuentra unido a arabinoxilanos por medio de enlaces éster
y el resto en forma libre. EI 98 % del total de acido ferulico se encuentra distribuido
en los tejidos externos de los cereales, como son pericarpio y capa de aleurona
(Manach y col., 2004, Vitaglione y col., 2008 y Urias-Orona y col., 2015).
Recientemente, Gaxiola-Cuevas y col. (2017), realizaron un estudio en maiz
criollo azul, estos autores encontraron que el acido ferulico es el mayoritario en

este cereal.
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b Antocianinas

Las antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos
hidrosolubles detectables en la region visible por el ojo humano (Escalante y col.,
2013). Estos pigmentos son responsables de la gama de colores que abarcan
desde el rojo hasta el azul en varias frutas, vegetales y cereales, y se encuentran
acumulados en las vacuolas de la célula (Dykes y col., 2007). Las antocianinas
poseen diferentes funciones en la planta, como son la atraccion de polinizadores
para la posterior dispersion de semillas, y la proteccidn de la planta contra los
efectos de la radiacion ultravioleta, y contra la contaminacion viral y microbiana.
El interés por los pigmentos antocianicos, y su investigacion cientifica se ha
incrementado en los ultimos afos debido no solamente al color que confieren a
los productos que las contienen, sino a su probable papel en la reduccién de
enfermedades coronarias, cancer, diabetes mellitus, efectos antiinflamatorios y
mejoramiento de la agudeza visual, asi como en el y comportamiento cognitivo.
Por lo tanto, ademas de su funcidén como colorantes, las antocianinas son
agentes potenciales en la obtencion de productos con valor agregado para el
consumo humano (Escalante y col., 2013; Mora-Rochin y col., 2016; Cui y col.,
2017).

Las antocianinas son compuestos fendlicos presentes en frutas, verduras
y en algunos cereales. En maiz azul, y productos como la tortilla, se han
reportado diferentes concentraciones de Cianidina-3-Glucésido (13 a 34 mg
ECG/100 g, bs) (Mora-Rochin y col., 2010; Aguayo-Rojas y col., 2012; Sanchez-
Madrigal y col., 2015; Mora-Rochin y col., 2016; Gaxiola-Cuevas y col., 2017;
Cristerna-Diaz, 2018).

Las antocianinas en maiz azul han sido ya aisladas e identificadas, siendo
cianidina-3-glucésido  (Cy-3-Glu),  pelargonidina-3-glucésido  (Pg-3-Glu),
pelargonidina-3-(6”  malonilglucésido) (Pg-Mal-Glu) y  cianidina-3-(6-
malonilglucésido) (Cy-Mal-Glu) (Mora-Rochin y col., 2016).
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1 Estructura quimica y tipos de antocianinas

Las antocianinas son glucdsidos de antocianidinas, pertenecientes a la
familia de los flavonoides, constituidos por dos anillos aromaticos A y B, unidos
por una cadena de 3 C. Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis
antocianidinas conocidas (Delgado-Vargas, 2000) (Figura 7).

El color de las antocianinas depende del numero y orientacion de los
grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacién
producen desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos
en las metoxilaciones producen coloraciones rojas (Stintzing y col., 2002). En la
naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en las
posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad.
Dentro de los sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa,
ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible
variacion en la estructura es la acilacion de los residuos de azucares de la
molécula con &acidos organicos (Delgado-Vargas, 2000; Cuevas-Rodriguez,
2014).

Los acidos organicos pueden ser alifaticos, tales como malodnico, acético,
malico, succinico u oxalico, o aromaticos como p-coumarico, caféico, ferulico,
sinapico, galico, o p-hidroxibenzéico (Stintzing y col., 2002).

Stintzing y col. (2002), demostraron que el tipo de sustitucion glicosidica y
de acilacion producen efectos en el tono de las antocianinas; es asi como
sustituciones glicosidicas en la posicion 5 al igual que acilaciones aromaticas,

producen un desplazamiento hacia las tonalidades purpura.

2 Biosintesis de las antocianinas

Se ha establecido que al anillo A de las antocianinas se sintetiza por la
ruta del acido maldnico con la condensacidon de tres moléculas de malonil-CoA,

mientras que el anillo B se sintetiza por la ruta del acido shikimico.
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Aglicona Substitucién A max (hm)

R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Figura 7. Estructura y sustituyentes de las principales antocianinas.
Durst y Wrolstad (2001).
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El acido shikimico da paso a la fenilalanina que por accion de una
fenilalanina amonia liasa (PAL), y después de una pérdida de NH3 se convierte
en acido p-coumarico. El p-coumaril-CoA luego participa en una reaccién de
condensacion con las tres moléculas de malonil-CoA, para formar una chalcona
de 15 C, reaccion propiciada por una chalcona sintetasa. Este compuesto
intermedio de 15 C es transformado en una flavanona en una reaccién catalizada
por una chalcona isomerasa. Finalmente, la flavanona es transformada en la
correspondiente antocianidina por una reaccion de hidroxilacién en el carbono 3
seguida por una deshidratacion (Figura 8). La molécula de antocianidina se
estabiliza por glicosilacion del heterociclo; reaccion en la que interviene una
glicosil transferasa y posterior posibles reacciones de metilacion de los hidroxilos
seguidas de acilaciones (Stintzing y col., 2002; Diaconeasa y col., 2015).

3 Actividades bioldgicas de las antocianinas

El interés en las antocianinas, se ha intensificado recientemente debido a
sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas (Cuadro 3 y 4). Durante el paso
del tracto digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, las antocianinas
permanecen intactas, ejerciendo efectos terapéuticos como la reduccion de la
enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios
y antidiabéticos; ademas del mejoramiento de la agudeza visual y del
comportamiento cognitivo (Miyazawa y col., 1999).

Estudios con fracciones de antocianinas provenientes del vino han
demostrado que estas son efectivas en atrapar especies reactivas de oxigeno,
ademas de inhibir la oxidacion de lipoproteinas y la agregacion de plaquetas
(Pérez, 2003). Estos resultados sugieren que las antocianinas son la explicacion
de la conocida “Paradoja Francesa”.
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Cuadro 3. Antocianinas y propiedad Nutracéutica

Material/Fuente

Tipo de antocianina

Propiedad Nutracéutica

Posible mecanismo

Referencia

Papa roja

Antocianinas de papa roja (no
especificado tipo)

Actividad Anticarcinogénica, Induccién de la Apoptosis

Inhibicion del crecimiento de células
cancerigenas y muerte celular

Hayashi (2006)

Frutos de mora y frambuesa (berries)

Cianidina-3-glucosilrutindsido
Cianidina-3-glucésido
Cianidina-3-rutindsido
Pelargonidina-3-glucdsido
Pelargonidina-3-rutindsido
Cianidina-3-glucosilmalonato

Propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas. Alimento funcional.

Contenido de antocianinas,
peroxidacion de lipidos, accion
ciclooxigensa e inhibicién de células
tumorales de colon, mama, pulmén y
estomago.

Bowen-Forbes (2010)

cancer cervicouterino y colon, anti-
proliferacion celular

Maiz azul, morado, negroyrojo Cianidina-3-Glucdsido, Petunidina, Anticarcinogénico, antimutagénico, antioxidante Inhibicion de carcinogénesis colorectal Luo y Wang (2012)
Pelargonidina disminuye la hiperglicemia, antimicrobiano. Alimento debido asu alto potencial para la
funcional. captura de radicales libres, previene la
obesidad y mediante la proteccion de
la mucosa gastrica
Berries: Aronia chokeberry Cianidina-3-glucdsido Actividad Antioxidante y Antiproliferativa Inhibicion de células Hela y HT-29, de  Rugina (2012)

Arandanos

Malvidina

Actividad Antioxidante, Anti-proliferativa, simulador de
apoptosis

Inhibicion de células de melanoma en
modelos murinos B16-F10,
estimulando la apoptosis y el
incremento de LDH en metéastasis

Bunea (2013)

Frambuesas negras

Dietarica de frambuesas negrasy
antocianinas (no especificado tipo)

Actividad Anticancerigena y Antiinflamatoria

Inhibicién de N-
nitrosometilbencilamina (NMBA) que
induce céncer de eséfago, reduccion
de pentraxin-3 (PTX3), citoquina
producida por células mononucleares
de sangre en respuesta ala
interleucina (IL) — 1by TNF-at

Peiffer (2014)

Arroz Negro

Extractode Antocianinas de Arroz Negro
(no especificado tipo)

Actividad Anticarcinogénica

Supresion de la metastasis en las
células de cancer de mama al atacarla
via RAS/RAF/MAPK

Yan Chen (2015)

Arroz Negro Integral

Cianidina-3-glucosido

Actividad Anti-inflamatoria

Supresion de Lipopolisacarido (LPS)
induciendo inflamacion por la via de
sefializacion MAPK

Limtrakul (2015)

8
de ciruela rico en antocianinas)

116 y elevacion de la apoptosis en
HTC-11 y cancer de colon (CSCs)

Soyanegra Petunidina Supresion del estrés oxidativo, disminucion de la Disminucion de la expresion mucosal  Park (2015)
respuesta inflamatoria de COX-2 y cPLA2
E ia jambolana (Extractode jugo  Peonidina Actividad Anti-proliferativa, pro-apoptética Supresion de la proliferacion en HTC-  Charepalli (2016)
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Cuadro 4. Antocianinas en maices pigmentados

Tipo de maiz

Lugar de origen

Muestra

Tipo de antocianina

Referencia

Maices pigmentados (azul, Comprados y obtenidos de 3 g de harina de maiz Cy-3-Glu Abdel-Aal (2006)
morado, rojo escarlata, productores privados de molido
rosa, purpura, rojo rubi, granos y/o al por menor en el
rojo carmesi, blanco) mercado, Universidades de
Canada
Maiz Morado (Zea mays L.) Extractos obtenidos 0.5 g de extracto rico en Cy, Pt, Pn Jing (2008)
comercialmente, donados por antocianinas de maiz
proveedores (no especifica morado
lugar de origen del maiz)
Maices pigmentados (azul y Programa de mejora genética 100 g de granos de maiz Cy-3-Glu Mora-Rochin (2010)

rojo)

de la Facultada de Agronomia
de la Universidad Auténoma
de Sinaloa

Hibrido y Maiz Azul (Zea
mays L.)

Querétaro, México (Hibrido
2009)y Ciudad de México,
México (Maiz Nativo 2008)

Concentracion de
extractos de antocianina
acidificada y no
acidificada fue un rango
de 466.2 2699.5y 530.5
a 954.6 ug/g extracto
1C50=5 mg/mL

Cy-3-Glu, CydiSucGlu, CyMalGlu, CySucGlu,
Pg3-Glu, PgMalGlu

Urias-Lugo (2015)

Maiz Criollo Blanco,
Amarillo, Azul y Rojo (Zea
mays L.)

Huimilpan y Amazcala,
Querétaro, México

100 g

Cy-3-Glu

Reynoso-Camacho (2015)

Elotero de Sinaloa (maices
pigmentados)

Municipio de Concordia,
Sinaloa

1000 g de granos de
maiz

Cy-3-Glu, Cy-Mal-Glu, Pg-3-Glu, Cy-Mal-Glu,
Cy-Suc-Glu, Pg-Mal-Glu, Cy-diSuc-Glu

Mora-Rochin (2016)
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Existen varias hipoétesis, y se propone que el bajo riesgo de la enfermedad
coronaria en Francia, se asocia con el alto consumo de vino tinto (Guillén-
Sanchezy col., 2014). De igual manera, Wang y Jiao (2000) y Wang y Lin (2000),
han demostrado que frutos ricos en antocianinas evidencian una alta actividad
antioxidante contra el peroxido de hidrogeno (H2032), y contra radicales peroxido
(ROOQ.), superoxido (O2.-), hidroxilo (.OH) y oxigeno singulete (102) (Guillén-
Sanchez y col., 2014; Cui y col., 2017; Fernandez y col., 2018).

Hagiwara y col. (2002), demostraron que el suministro de papas purpuras
dulces, y repollo morado a ratas de laboratorio, causaron supresion de tumores.

De acuerdo a Tristan y col., 2008, antocianinas provenientes de cuatro
especies de arandanos silvestres: Amelanchier alnifolia, Viburnum trilobum,
Prunus virginian y Shepherdia argentea, muestran propiedades hipoglicémicas.
Tales frutos, con alto contenido de sustancias fitoquimicas, han sido consumidos
tradicionalmente por tribus norteamericanas para la proteccion de enfermedades
cronicas como diabetes.

Extractos de fracciones ricos en protoantocianidinas de uvas y vino
mostraron diferentes grados de polimerizacion y porcentajes de ésteres de
galato; ademas cuando se variaron las concentraciones de las mezclas de
extracto se obtuvieron diferencias en la capacidad de atrapar especies reactivas
de oxigeno (probadas con células de cancer de colon HT-29 humano) (Lizarraga
y col., 2007).

Por otro lado, se mostréo que este tipo de compuestos ademas de su
capacidad antioxidante poseen capacidad anticarcinogénica a través de la
regulacion de citosinas como IL-10 e IL-6 en diferentes modelos de tumores, tales
como, lineas celulares in vitro, células in vivo como macrofagos y algunos ratones
(Mittal y col., 2003; Singh y col., 2004; Mantena y col., 2006; Cuevas-Rodriguez
y col., 2014) e inducen apoptosis (regulan expresion de Bax-2), estimulan el
sistema inmune y reprimen la expresion de genes de COX-2 e iNOS, y expresion
de mRNA de biomarcadores durante el proceso de inflamacion (Dai y col., 2007;
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Pan y col., 2008; Nandakumary col., 2008; Guo-Shu y col., 2010; Esposito y col.,
2014; Cuevas-Rodriguez y col., 2014).

Los efectos antioxidantes de las antocianinas in vitro se han demostrado
utilizando diversos sistemas celulares incluyendo colon, endotelio, higado y
mama (Renis y col., 2007; Singletary y col., 2007). En estos sistemas de cultivo
las antocianinas han mostrado multiples efectos antitoxicos y anticarcinogénicos
atrapando directamente especies reactivas de oxigeno, incrementando la
capacidad de absorber radicales de oxigeno de las células, reduciendo la
formacion de aductos en el ADN y disminuyendo la peroxidacion de lipidos,
inhibiendo mutagénesis y reduciendo la proliferacion celular por la modulacion de
transduccion de sefiales (Kong y col., 2003). La capacidad de atrapar radicales
de las antocianinas se ha atribuido a la presencia de grupos hidroxilo en la
posicion 3 del anillo C y también en la posicidén 3', 4' y 5', en el anillo B de la
molécula. En general, la capacidad de atrapar radicales de las antocianidinas
(agliconas) es superior que la respectiva antocianina y ésta disminuye cuando el
nuamero de azucares sustituyentes se incrementa (Wang y Stoner, 2008).

La actividad antioxidante de los polifenoles esta relacionada con la
prevencién de cancer en los estados iniciales. Boivin y col. (2009), realizaron un
estudio donde evaluaron la capacidad antioxidante y la actividad antiproliferativa
de diferentes lineas celulares de cancer con diferentes vegetales, encontrando
que el ajo, calabaza y coles de Bruselas mostraron mayor capacidad antioxidante
(41.1, 40.5 y 32.9 ymol equivalentes Trolox/mL, respectivamente) (Boivin y col.,
2009).

Bowen-Forbes y col., (2010) evaluaron antocianinas de frutos de mora y
frambuesa identificando la presencia de Cianidina-3-glucosilrutindsido,
Cianidina-3-glucosido, Cianidina-3-rutinosido, Pelargonidina-3-glucésido,
Pelargonidina-3-rutinésido y Cianidina-3-glucosilmalonato. El contenido de
antocianinas, la peroxidacion lipidica, la accidn de la ciclooxigensasa e inhibicion

de células tumorales de colon, mama, pulmén y estdmago son posibles
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mecanismos que suguieren sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas, ademas de suguerir a las berries como alimento funcional.

Por su parte, Luo y Wang (2012), evaluaron el efecto de las antocianinas
del maiz azul, morado y rojo en el desarrollo de la carcinogénesis colorectal. Se
encontré presencia de Cianidina, Petunidina y Pelargonidina como principales
antocianinas, a las cuales se les atribuyé el efecto de inhibicion de la
carcinogeénesis colorectal, debido a su alto potencial para la captura de radicales
libres.

Rugina (2012), revela el efecto que tiene la cianidina-3-glucésido como
principal componente de berries (Aronia chokoberry) en células de cancer
cervicouterino y células de cancer de colon. Se atribuye su actividad
antiproliferativa en las lineas celulares HelLa y HT-29 gracias a su alta actividad
antioxidante.

Un extracto rico en antocianinas derivadas del arroz negro en China,
comprobd la supresion de la metastasis en células de cancer de mama al atacar
directamente la via RAS/RAF/MAPK (via activa en el desarrollo de la
carcinogénesis del tejido mamario y la extension a otros organos) (Chen y col.,
2015). Por otro lado, un extracto de jugo de ciruela rico en antocianinas (Eugenia
Jjambolana) demostré la supresion de la proliferacién celular en la linea HTC-116
de cancer de colon, y el aumento de la induccién de la apoptosis en las células
HTC-11 de cancer de colon (CSCs). Se determind la actividad antiproliferativa y
antiapoptotica al contenido mayoritario de Peonidina en el extracto de jugo de

ciruela (Charepalli y col., 2016).

c Biodisponibilidad de polifenoles

Uno de los aspectos que mas condiciona la actividad biologica de los
polifenoles es su biodisponibilidad y biotransformacién metabdlica. Por ello, el
estudio de la distribucion de los polifenoles en la dieta y su biodisponibilidad en
el organismo es clave para poder establecer su actividad biologica y evaluar la
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concentracion a la cual pueden ejercer sus efectos benéficos. Previo a la
absorcion de cualquier componente de los alimentos ha de tener lugar su
liberacion de la matriz alimentaria o bioaccesibilidad que genera la fraccidon
bioaccesible y potencialmente biodisponible por el epitelio intestinal. La
biodisponibilidad, definida como la fraccion que alcanza la circulacion sistémica
y el sitio especifico donde pueda ejercer su accién bioldgica, viene condicionada
por numerosos factores (D’Archivio y col., 2010).

Inicialmente se relaciond mas la absorcion de los fenoles con la estructura
quimica del compuesto que con la concentracion ingerida (Scalbert y Williamson,
2000), aunque otros factores de indole genético, ambiental o culinario también
determinan la biodisponibilidad de los polifenoles. Ademas, los polifenoles mas
abundantes, no son siempre los mas activos biolégicamente, porque tienen una
baja actividad intrinseca, o bien porque son pobremente absorbidos, altamente
metabolizados o rapidamente excretados (Manach y col., 2004).

El metabolismo de los polifenoles sigue las mismas vias que el
metabolismo de xenobidticos (Manach y col., 2004). Para ello, intervienen un
conjunto de reacciones globalmente denominadas de biotransformacion, en las
que se modifica de manera mas o menos compleja la estructura quimica de los
xenobidticos para aumentar su hidrosolubilidad y asi facilitar su eliminacion via
renal o biliar, por lo que también se denominan reacciones de detoxificacion.
Estas reacciones son mediadas generalmente por procesos enzimaticos
endogenos, aunque también juega un papel importante la microbiota
intestinal. Las biotransformaciones dependen de la polaridad y lipofilia de los
biocompuestos, ademas estan sujetas a procesos enzimaticos de metabolizacién
en el sistema de fase | y fase Il.

En el metabolismo de fase |, los polifenoles son comunmente sometidos a
reacciones de oxidacion, reduccion e hidrélisis, mediadas por enzimas del
complejo citocromo P-450 (CYP), localizadas en el reticulo endoplasmatico, y las

mitocondrias de las células. La mayor concentracién de estas enzimas se ha
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encontrado en el higado, pared intestinal, rifidn e incluso en cerebro (Lavandera
y col., 2007).

Las reacciones del metabolismo de fase Il, son reacciones de conjugacion
catalizadas por enzimas tipo transferasa, para transformar el compuesto en otro
mas hidrofilico. La reaccion de glucuronidacién es la mas frecuente, ademas de
otras reacciones clave en la conjugacién de los polifenoles, tal como la sulfatacién
y metilacion (Pérez, 2012).

Wiczkowski y col. (2010), realizaron un estudio con jugo de frutos de aronia
(Aronia melanocarpa) rico en antocianinas (cianidina-3-galactésido antocianina
mayoritaria). El jugo fue suministrado a trece voluntarios sanos (0.8 mg de
antocianina/kg de peso corporal); antes y después del consumo del jugo se
tomaron muestras en orina y sangre de cada individuo. Los resultados mostraron
ocho derivados de cianidina después del consumo del jugo. La concentracion
maxima de antocianina en plasma fue de 2.9 nmol/h (después de 0.1 h del
consumo de jugo), mientras que en orina la concentracién fue de 5.0 nmol/h
(alcanzada después de 1 h de consumo).

A pesar de los diversos factores que intervienen en la destruccién de las
antocianinas durante su trayecto por el tracto intestinal, logran permanecer hasta
el torrente sanguineo, logrando asi un efecto protector y preventivo de
enfermedades cronicas (Wiczkowski y col., 2010).

6 Procesamiento del grano de maiz

Debido a su gran diversidad genética, los maices no contienen la misma
composicién quimica, presentan diferencias en sus propiedades y en su
utilizacion final. Asi el maiz puede utilizarse en la produccion de hojuelas para el
desayuno y botanas (Salinas-Moreno y col., 2003), aislamiento de almidén, el
cual es materia prima en diversas industrias para la fabricacion de harinas
nixtamalizadas, para la industria molinera-tortillera, entre otros (Salinas-Moreno
y col., 2003; Uriarte-Aceves y col., 2015).
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En la industrializacion del maiz, se aprecian dos formas de procesamiento:
1) molienda seca, y 2) molienda humeda. A través del primer proceso se obtiene
la harina de maiz, con diferentes tamanos de particulas, y el germen del grano,
del cual se extrae el aceite. En la molienda humeda, se obtiene almidon, aceite y
subproductos para alimento animal (gluten, harina de gluten y tortas de germen)
(Sala y Barroeta, 2003; Uriarte-Aceves y col., 2015). Sin embargo, la tortilla es la

principal forma de consumo de maiz en México.

La Camara Nacional del Maiz Industrializado, establece que la industria de
la tortilla en México esta constituida por cerca de 45,000 tortillerias, alrededor de
10,000 molinos de nixtamal y 4 empresas productoras de harina de maiz
nixtamalizado (Espinoza y Carrillo, 2003).

a Proceso de nixtamalizacion

La tortilla puede ser producida a partir de masa fresca a través del proceso
de nixtamalizacion tradicional o de harina de maiz instantanea, esta ultima ha
llegado a ser mas utilizada ya que no se requiere el trabajo intensivo y tedioso
del proceso tradicional para la produccion de tortillas, y puede ser almacenada
por largos tiempos sin afectar su calidad (Arambula, 1994; Bello-Pérez y col.,
2015).

El método tradicional de nixtamalizacidon, consiste en un cocimiento
alcalino del grano de maiz en agua (relaciéon 3:1 agua: maiz) a 85-100°C por 30
a 90 min, adicionando hidréxido de calcio al 1 %. Después de esta etapa, el maiz
se deja reposar por un periodo de 12 a 18 horas. El grano cocido con cal en agua
es denominado nixtamal, y el residuo liquido (nejayote) rico en sélidos es
descartado. Después el nixtamal es enjuagado dos o tres veces con agua, para
remover los fragmentos de pericarpio desprendidos del grano. El nixtamal se
muele para obtener una pasta fina lamada masa. Alrededor de 35 a 50 g de masa
son aplanados, para obtener una circunferencia de 15 a 20 cm de diametro y
aproximadamente 0.2 a 0.3 cm de grosor, la cual es cocida por 1-1.5 min.
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Cuando se empieza a hinchar, la tortilla es volteada y cocida finalmente por otros
30 s (Serna-Saldivar y col., 1990).

Durante el proceso de nixtamalizacidn, se presentan diferentes cambios
fisicoquimicos y estructurales en los diversos componentes del grano de maiz. El
cocimiento alcalino y el reposo, provocan el hinchamiento e hidrdlisis de los
componentes de fibra de las paredes celulares de la aleurona y pericarpio, y del
endospermo, lo cual produce una disminucion parcial de la cuticula y otras capas
del pericarpio (Pflugfelder y col., 1988; Gémez y col., 1989; Serna-Saldivary col.,
1990; Ruiz-Gutiérrez y col., 2010); las células de aleurona permanecen intactas
y quedan unidas en la periferia del endospermo (Gémez y col., 1989; 1992). La
laminilla media y las paredes celulares son practicamente degradadas y
solubilizadas, lo cual es detectado por la pérdida de fluorescencia en las paredes
celulares de la periferia del endospermo. Por otro lado, la fraccion del germen se
retiene durante el cocimiento del grano (Robles y col., 1988; Gémez y col., 1989).

En general, durante la nixtamalizacion los granos enteros pierden
generalmente 0.5 a 14.5% de su peso en el nejayote. Estos sélidos se asocian
principalmente con pericarpio, germen y el endospermo exterior o aleurona
(Velazco-Martinez y col., 1997, Rosentrater, 2006).

b Efecto de la nixtamalizaciéon sobre compuetos bioactivos

Durante el proceso de nixtamalizacion existe pérdida de fendlicos totales,
acido ferulico, atocianinas, carotenoides totales y sus fracciones (luteina,
zeaxantina, B-criptoxantina y B-caroteno) en comparacion con los granos crudos
de maiz. Estas pérdidas son atribuidas al efecto combinado del procesamiento
térmico y alcalino, lo cual genera una alta concentracion de materia organica en
el nejayote, incluyendo parte del endospermo, el germen vy fitoquimicos
(Gutiérrez-Uribe y col., 2010; Mora-Rochin y col., 2010 y 2016; Mendoza-Diaz y
col., 2012; Corrales-Banuelos y col., 2016). Sin embargo, el efecto del proceso

térmico alcalino o nixtamalizacion, afecta de diferente forma a los diferentes

49



biocompuestos presentes en maiz. Agunos de estos compuestos son sensibles
a factores como altas temperaturas, luz, calor, aire y pH (Corrales-Bafuelos y
col., 2016).

A pesar que existe degradacién de algunos de los biocompuestos
presentes en el grano de maiz tras el proceso de nixtamalizacion, se ha reportado
que sus productos como la tortilla, poseen propiedades antioxidantes (hidrofilica
y lipofilica), y anticarcinogénicas. Sin embargo, es necesario la busqueda de
otras propiedadas que pudieran generar los compuestos presentes en la tortilla.
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v JUSTIFICACION

El cancer es problema de salud publica a nivel mundial. Su etiologia es de
origen multifactorial, aunque se cree que intervienen factores genéticos,
bioldgicos, hormonales y de estilo de vida. Su diagndstico y tratamiento son de
alto costo para el gobierno, y los sistemas de salud, e incluso para los pacientes.
Debido a esto, es importante que las politicas publicas vayan encaminadas a
estrategias de prevencion en etapas tempranas durante el desarrollo de la
enfermedad. El maiz criollo azul en México es parte de nuestra biodiversidad y
rigueza nacional, sin embargo, ha sido poco estudiado. A partir de maiz criollo
azul se pueden elaborar productos similares a los que se producen con maices
blancos comerciales. El maiz azul es fuente de compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides (antocianinas) y acidos fendlicos (acido ferulico,
cumarico y sinapico). Numerosos estudios han demostrado que los compuestos
fendlicos poseen propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiproliferativas,
antiapoptoticas, antimutagénicas, antiparasitarias y antibacterianas. Sin
embargo, a la fecha existen pocos estudios que demuestren el impacto que
tienen extractos ricos en polifenoles y antocianinas de tortilla de maiz criollo azul
en lineas celulares de Cancer (Daoy, Hela y SW-480) sobre actividades

anticancerigenas.
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\" HIPOTESIS

Extractos ricos en polifenoles y antocianinas de tortilla de maiz criollo azul,
poseen propiedades anticancerigenas en lineas celulares Daoy, Hela y SW-480.
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Vi OBJETIVOS

A Objetivo General

Evaluar propiedades anticancerigenas de extractos ricos en polifenoles y
antocianinas de tortilla de maiz criollo azul en lineas celulares Daoy, Hela y SW-
480.

B Objetivos Especificos

1. Elaborar tortillas de maiz criollo azul a partir de harinas nixtamalizadas.

2. Obtener extractos metandlicos ricos en polifenoles y antocianinas a partir
de maiz criollo azul y tortillas elaboradas con harinas nixtamalizadas.

3. Evaluar niveles y perfiles de antocianinas en maiz criollo azul y tortillas
elaboradas con harinas nixtamalizadas.

4. Evaluar la actividad antioxidante por los métodos quimicos de ABTS y
ORAC a extractos ricos en polifenoles y antocianinas de maiz criollo azul
y tortillas elaboradas con harinas nixtamalizadas.

5. Evaluar el efecto de extractos ricos en polifenoles y antocianinas de maiz
criollo azul y tortillas sobre bioactividades de viabilidad, proliferacion y

apoptosis en lineas celulares Daoy, Hela y SW-480.
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VI  MATERIALES Y METODOS

El desarrollo del trabajo experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de
Nutracéuticos del Programa Regional de Posgrado en Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Sinaloa
y en el Laboratorio de Oncologia Experimental de la Torre de Investigacion del
Instituto Nacional de Pediatria, de la Ciudad de México.

A Materiales

Se utilizaron granos de maices (Zea mays L.) criollos pigmentados azul
(FAUAS-512) del estado de Sinaloa. Después de la cosecha, los granos fueron
limpiados y almacenados en refrigeracion (4°C) hasta que fueron utilizados.

Las 3 lineas celulares que se utilizaron fueron proporcionadas por la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y
el Laboratorio de Oncologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria en
la Ciudad de México (INP). Las células de cancer de colon (SW-480) fueron
proporcionadas por la UNAM. Mientras que las células de meduloblasma (Daoy)
y cancer cervicouterino (Hela), fueron proporcionadas por el INP.

B Métodos

1 Obtencion de las harinas de maiz criollo azul
1) Molienda

Harina de maiz criollo azul fue obtenida con un molino hasta obtener
particulas finas, y con textura suave.

2) Nixtamalizacién del grano de maiz criollo azul

Harinas instantaneas nixtamalizadas de maiz criollo azul fueron obtenidas de
acuerdo al procedimiento de Milan-Carrillo y col. (2004) (Figura 9). La coccion
del grano de maiz se llevd a cabo con la adicion de 100 g de granos de maiz
entero y seran sometidos a disolucion de hidroxido de calcio [5.4 g de Ca (OH)2/L

en agua destilada]. La mezcla fue calentada a 85°C, seguido de un tiempo de
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reposo de 8.1 h; el proceso de nixtamalizacion terminé con la remocién del agua
de coccion (nejayote). El nixtamal (granos de maiz sometidos a coccion alcalina)
fue lavado al chorro de agua potable varias veces y sé quité el exceso de
humedad con papel absorbente.

3) Secado y almacenamiento

El nixtamal fue secado a 55°C por 12 h, luego se enfrié a temperatura
ambiente por 30 min en un desecador. Finalmente, el nixtamal seco, fue sometido
a molienda (UD Cyclone Sample Mill, UD Corp. Boulder, CO, USA) hasta
alcanzar un tamafo de particula hasta pasar por malla 80 (0.180 mm) de
diametro. Las harinas instantaneas de maices criollos azules nixtamalizadas
fueron guardadas en bolsas de polietileno selladas y fueron almacenadas (5-8°C)
hasta su uso.

4) Elaboracion de las Tortillas de maiz criollo azul nixtamalizado

Para la elaboracion de las tortillas se dispuso de 1,500 gr de harina de maiz criollo
azul la cual fue nixtamalizada previamente. Se requirié de agua a temperatura
ambiente para la mezcla con la harina y de un comal casero tradicional. La
manipulacion de las tortillas fue realizada por una experta en elaboracion de
tortillas, asegurando asi, el proceso y aplicacion de calor. Las tortillas presentaron
hinchabilidad y enrollamiento deseable como cualquier tortilla comercial.

2 Obtencion de las fracciones ricas en polifenoles (FRP) y antocianinas
(FRA)

a Obtencidon del Extracto Crudo (EC)

Para la extraccion de los polifenoles de maiz criollo azul y tortillas, se utilizé el
método descrito por Burns y col. (2008), con ligeras modificaciones. Se tomaron
30 g de cada muestra y se mezclaron con 150 mL de metanol al 80 % (v/v). Las
muestras fueron agitadas durante 24 h a 4°C.
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Maiz

Cocimiento alcalino
(cal: 5.4 g/L; 85°C; 31 min; 1/3)

Reposo (8.1 h)
Lavado (3 veces)

Nixtamal
(45% humedad)

Secado
(55°C. 12 h)
Molienda

Obtencion de harina de maiz
nixtamalizado

Figura 9. Proceso de nixtamalizacion para la obtencion de harina instantaneas.

Milan-Carrillo y col. (2004).
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Después de este tiempo, la solucién fue centrifugada, y el sobrenadante
fue recolectado para su posterior filtrado [(Qualitative Circles 125 mm@d Cat No
125 (Filter papers — Whatman)]. Finalmente, el filtrado fue almacenado a 4°C. El
proceso de extraccion se repiti6 dos veces. El sobrenadante recolectado fue
evaporado en un rotavapor Buchi R-210 con bomba de vacio V-700 conectada a
controlador de vacio V-850 (Buchi Corp, New Castle, DE, EUA). Los extractos
obtenidos de maiz criollo azul y tortillas fueron liofilizados y almacenados a - 20°C
para su posterior utilizacion.

b Separacion de la fracciéon no polar

Para obtener los extractos de maiz criollo azul y tortilla libre de lipidos, se puso
en contacto con acetato de etilo 100% (AET:1:1: v/v) con la solucién obtenida del
extracto crudo de cada harina (1:1). Se utilizé un embudo de separacién con
capacidad de 1000 mL en donde se mezclaron 250 mL del extracto crudo y 250
mL de acetato, se mezclaron de forma lenta para lograr la solubilidad de forma
homogénea, y posteriormente se eluyo el extracto libre de grasa. Al final la parte
lipofilica fue guardada en refrigeracidn, mientras que el extracto crudo libre de
lipidos se evapord en un rotavapor (Bichi R-210, con bomba de vacio V-700
conectada a controlador de vacio V-850, Bichi Corp, New Castle, DE, EUA), para
posteriormente ser liofilizado.

c Obtencidn de la fraccién rica en polifenoles (FRP)

La obtencion de la fraccién rica en polifenoles (FRP) se llevo a cabo de
acuerdo al meétodo reportado por Cuevas-Rodriguez y col. (2010), con
modificaciones menores. Extractos crudos libres de lipidos (200 mL aprox.) se
vertieron en la parte superior de una columna empacada con resina Amberlite —
XAD-7 (3 X 30 cm) (100 a 200 mL aproximadamente), previamente
preacondicionada con una disolucion de agua acidificada [100 % (v/v) ATC 0.3
%)]. En la columna eluyerdn primeramente carbohidratos, seguido por la FRP, la
cual fue retirada con metanol acidificado al 80 % (MeOH 80 %, H20 20 %, ATC
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0.3 %), luego de ser colectada se evapord en un rotavapor (Bichi Corp, New
Castle, DE, EUA), para su posterior liofilizacion.
d Obtencidn de la fraccion rica en antocianinas (FRA)

Para la extraccién de la fraccion rica en antocianinas (FRA) se llevo a cabo
de acuerdo al método reportado por Grace y col. (2009) con modificaciones
menores. Extractos ricos en polifenoles (FRP) (2.0 g) se disolvieron y sonicaron
en 10 mL de metanol al 80 % (v/v). Posteriormente la disolucion fue vertida en la
parte superior de una columna empacada con resina Sephadex —LH-20 (3 X 30
cm), previamente preacondicionada con una disolucién de metanol acidificada
[80 % (v/v), 0.3 % ATA]. Para la obtencién de esta fraccién se utilizaron dos
sistemas de disolventes para eludir los compuestos polifendlicos de la columna
Sephadex: metanol [80 % (v/v), 0.3 % ATA]. Un total de 2 fracciones (250 mL
cada una) se colectaron, iniciando cuando el material purpura comenzé a eludir
de la columna. Las primeras fracciones son las ricas en antocianinas (FRA) y se
utilizé metanol [80 % (v/v), 0.3 % ATA] como fase movil para eludir el extracto
rico en antocianinas. Los solventes organicos se evaporaron con un rotavapor
Buchi model R-210 con bomba de vacio V-700 conectada a un controlador de
vacio V-850 (BUchi Corp.). Finalizado el proceso de evaporacion, el extracto fue
liofilizado en equipo modelo VL-61010 (Labconco Inc., Kansa City). Finalmente,
la FRA fue almacenada a -20°C en botellas de vidrio color ambar.

3 Perfiles y niveles de compuestos bioactivos y actividad antioxidante
en las FRP y FRA

a Contenido de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales para las FRP y FRA fue determinado
por el método descrito por Abdel-Aal y Huel (1999). Se pesaron 0.1 g de muestra
en un vial de 2 mL, se agregé 1 mL de metanol (100 %). Una vez solubilizados,
se tomaron 200 uL de cada uno de los extractos (FRP y FRA), y se colocaron en
una placa de 96 pozos. La absorbancia de las muestras fue registrada a 535 nm
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y 700 nm en un lector de microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument). El
contenido de antocianinas se calcul6 de la siguiente manera:

C= ((As3snm — Azoonm) / €) x (vol. total de extracto) x PM x (1/peso de
muestra), Donde, C es la concentracion total de antocianina ( mg
equivalentes de cianidina-3-glucosido por gramo de muestra), € es la absorcion
molar (cianidina-3-glucésido = 25965 cm™ M-') y PM es el peso molecular de

cianidina-3-glucésido (449.2 g/mol). Las mediciones se realizaron por triplicado.

b Contenido de Fendlicos Totales

Para determinar la concentracién de fendlicos totales se emple6 el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton y col. (1999). En una
placa de 96 pozos, se agregaron 20 pyL de las fracciones ricas en polifenoles
(FRP) y antocianinas (FRA) del maiz criollo azul y tortilla elaborada con harinas
nixtamalizadas. El estandar utilizado y los extractos, fueron mezclados con 180
WL del reactivo de Folin. La reaccion fue neutralizada con 50 yL NaxCOs al 7%, y
posteriormente fue incubada por 90 min. La absorbancia fue registrada a 765 nm
en un lector de microplatos (Synergy HT, Biotek Instrument). Se construyé una
curva de calibracion con acido galico como estandar. Los resultados fueron
expresados como mg equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de muestra en
base seca.

c Capacidad antioxidante de las FRP y FRA
1) ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC)

La capacidad antioxidante de las FRP y FRA se realizé mediante el método
ORAC (por sus siglas en inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC),
desarrollado para compuestos hidrofilicos y lipofilicos (Cao y col., 1993 y 1995;
Wu vy col, 2004). La degradacion térmica del compuesto 2-2’-Azobis
amidinopropano (AAPH) produce radicales peroxilo (ROQ), los cuales oxidan al
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compuesto fluorescente, diclorofluoresceina (DCFH) al compuesto no
fluorescente, diclorofluorescina (DCF). El grado de inhibicion de los antioxidantes
(polifenoles y antocianinas) de atrapar o secuestrar a los radicales libres, fue
utilizado como base para calcular la actividad antioxidante.

Para la preparacion de la solucion generadora de radicales libres (2-2’-Azobis
amidinopropano) AAPH, fueron pesados 0.207 g del reactivo, y fue aforada en
un matraz volumétrico de 5 mL con solucion reguladora de buffer de fosfato (pH
7.4). La fluoresceina fue preparada hasta el final (ya que esta puede ser oxidada
muy lentamente en condiciones ambientales) a una concentracién de 0.1 uM con
solucién reguladora de fosfato (pH 7.4). Se realizaron diluciones de los extractos
de las muestras usando una solucion reguladora de fosfato (pH 7.4), y
posteriormente fueron transferidos 25 uL de cada extracto a una placa de 96
pOZos.

La placa con las muestras fue colocada en el lector de microplatos (Synergy
HT, Biotek Instrument) del espectrofotdmetro fluorescente. Por medio de un auto-
dispensador del equipo fueron agregados 150 pL de fluoresceina a cada pozo
del microplato, la solucion fue mezclada agitando a 1200 rpm por 20 s. La
reaccion fue iniciada agregando 25 pyL de AAPH por medio del auto-dispensador
del equipo previamente programado. La reaccion se llevd a cabo a 37°C, y la
fluorescencia fue medida a 485 nm de excitacién y 538 nm de emision. Los datos
fueron recolectados por el software del equipo. La reaccion con los radicales
peréxilo genero la pérdida de la fluorescencia con el tiempo.

Los valores de ORAC fueron reportados como equivalentes de Trolox ET/g
EL. Fue generada una curva estandar de cinco puntos (concentracion de 25 a
100 pM); los equivalentes de Trolox de la muestra fueron calculados usando la
siguiente ecuacion lineal o cuadratica:

Lineal: Y =a + bX;
Cuadratica: Y = a + bX + ¢cX?
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que relaciona la concentracion de equivalentes de Trolox (Y) (uM), y el area bajo
la curva sobre la disminucion de la fluorescencia (X) (ABCmuestra — ABCblanco). Las
determinaciones fueron realizadas por triplicado.

2) ABTS

La capacidad antioxidante de las FRP y FRA de maiz criollo azul y tortillas
elaboradas con harinas nixtamalizadas, fue evaluada en términos de la actividad
captadora de radicales libres mediante el ensayo de decoloracién del catidén
radical ABTS (Re y col., 1999), el cual se basa en la reduccién del radical ABTS™
por los antioxidantes presentes en los diferentes extractos.

El ABTS fue disuelto en agua desionizada a una concentracion de 7 mM.
Una solucion stock del cation radical ABTS (ABTS™) se generé mediante la
reaccion de la solucién de ABTS con persulfato de potasio (K*) 2.45 mM
(concentracion final), y permitiendo que la mezcla reposara en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 12-16 h antes de su uso. Una alicuota de la
solucién con el radical ABTS™ se diluy6é en PBS hasta alcanzar una absorbancia
de 0.8 a 1.0, a 734 nm. Se colocaron 20 yL de cada extracto en una placa de 96
pozos para completar con 180 uL de la solucion ABTS*™, haciendo un volumen
total de 200 pL para cada pozo. La absorbancia fue registrada a 734 nm, 15 min
después de la mezcla inicial y se calcul6 la pérdida de absorbancia del ABTS™
respecto al blanco. Se prepard una curva de calibracion con una solucién de
Trolox a concentraciones de 12.5, 25, 50, 75 y 100 uM. Los datos se expresaron
como pumol equivalentes de trolox (ET) /g EL.

d Anadlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) en
la FRA

Los analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por
sus siglas en inglés) se llevaron a cabo utilizando un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion HPLC 1100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA),
utilizando un detector de arreglo de diodos, inyector automatico, columnas de

61



compartimiento a temperatura controlada y software ChemStation 3D para el
procesamiento de datos. El gradiente de elucion de la fase movil para la
identificacion de antocianinas fue de 5 % de acido férmico en agua grado HPLC
(A) y 100 % de metanol (B). El flujo (1 mL/min) fue constante durante el analisis
de HPLC, con un gradiente de paso de 10, 15, 25, 30, 60, 100, y 10 % de solvente
Bao,>5,15, 20, 25, 45, y 60 min, respectivamente, a una temperatura constante
de 25°C. Las muestras de las FRA de maiz azul y tortillas, se prepararon
disolviendo 5 mg en metanol (1 mL), y se filtraron a través de filtro nylon de 0.22
um (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA). Finalmente, 10 pL del filtrado fue
inyectado al sistema de HPLC.

Como estandares externos, se prepararon soluciones de cianidina-3-O-
glucésido o catequina a diferentes concentraciones (1.0, 0.5y 5.0 mg/mL). Para
la cuantificacion de antocianinas se llevo a cabo con el area bajo la curva

obtenida a 520 nm. El analisis por HPLC se llevé a cabo por duplicado.

4 Efecto antiproliferativo, anticancerigeno y antiapoptotico de las FRP
y FRA
a Cultivo Celular

Lineas celulares (Daoy, HeLa y SW-480) de tejidos cancerigenos se
cultivaron en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado con 1 % de las fracciones ricas en polifenoles (FRP) y antocianinas
(FRA) de maiz criollo azul y tortilla, 1 % piruvato de sodio y 10 % de suero fetal
bovino, y mantenido en una atmésfera humidificada con 5 % CO- a 37°C.

b Conteo Celular

Una vez que se obtuvo una confluencia mayor al 80 % en cada botella de
75 cm? para cada una de las lineas celulares, se procedio al conteo celular para
asegurar el numero de células requeridas. El medio de cada una de las lineas
celulares fue retirado, haciendo lavados con PBS (solucién amortiguadora de
fosfatos estéril con pH de 7.4). Para despegar y disociar a las células de la botella

62



de cultivo, fue utilizado solucion de tripsina EDTA. El concentrado celular se
resuspendieron en medio de cultivo suplementado (10 % de Suero Bovino Fetal,
1 % antibidtico). Después de inactivar la reaccién enzimatica se realizo el conteo
con el Hemocitdmetro o Camara de Neubaur (1:9). 5 uL de la suspensién celular
y 45 pyL de Azul de Tripan, fueron homogeneizados, y tomados 10 pL para el
conteo al microscopio. EI porcentaje de células vivas, se obtuvo sumando el
numero de células vivas multiplicado por el factor de dilucién por el volumen total
de la suspension celular, y por la constante determinada por la técnica (2,500).
Se contaron las células muertas también para restarlas al 100 % de células, y
poder obtener el numero real de células viables.

c Tratamiento con las FRP y FRA

El efecto del tratamiento fue medido en tres lineas celulares: Daoy de
Cancer de Meduloblastoma, HelLa de Cancer Cervicouterino, y SW-480 en
Cancer de Colon. El bioensayo se llevé a cabo mediante la siembra de 6x10°
células para cada pozo en una placa de 96 pozos. Las células se cultivaron
durante 24 horas a 37°C en 5 % CO./95 % aire. Posteriormente, las células se
trataron con las fracciones ricas en polifenoles (FRP) y fracciones ricas en
antocianinas (FRA) de maiz azul criollo azul y tortillas elaboradas con harinas
nixtamalizadas. La concentracion utilizada de cada una de las fracciones fue la
calculada por una ICso= 2 mg/mL (10 pL de cada extracto solubilizado).

d Bioensayo de Viabilidad y Proliferaciéon Celular (XTT)

El ensayo de medicion utilizado para este protocolo fue el Kit de
Proliferacion Celular Il (XTT), ensayo colorimétrico basado en la cuantificacion no
radiactiva de la proliferacion y viabilidad celular. El bioensayo se basa en la
escision de la sal de tetrazolio amarilla XTT para formar formazan color naranja
en células metabdlicas activas. El colorante de formazan se cuantificé usando un

Espectrofotometro de exploracion multiple (lector de ELISA). De donde se
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obtuvieron las unidades de absorbancia (densidades Opticas) para cada una de
las lineas celulares a diferentes tiempos de exposicidn a los tratamientos.

Para determinar el numero de células requeridas por pozo, fue necesario
realizar la técnica con células sin la sustancia a analizar y su Densidad Optica
(DO)= mayor 6 igual a 1. Se utilizaron 6x10°% células para cada pozo por cada
linea celular en cajas de 96 pozos, por un periodo de incubacion de 24 horas a
37°C y 5 % de COo, para permitir su adherencia y formar la monocapa con una
confluencia mayor al 80 %. Se anadieron 10 yL de la sustancia problema por
pozo. Se incubd a 37 °C y 5 % de CO2 durante 6 horas para permitir que la
sustancia actue en todas las células. Se descart6 el medio y se colocaron 100 pL
de medio nuevo. Se afnadié 50 yL de XTT (mg/mL) en solucion tampodn libre de
calcio y magnesio, y se incubo por 4 horas a 37 °C para su posterior medicion en
un lector de microplatos, ELISA. La lectura de DO se realizd6 en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nm.

El porcentaje de Viabilidad se obtiene de la siguiente forma:

% Viabilidad = DO células tratadas x 100 / DO células control

Cada bioensayo se realizo por triplicado, se utilizaron controles negativos
(células cancerigenas no tratadas) las cuales dieron una lectura de DO mayor 6
igual a 1. Los valores de comparacion se hicieron sobre una base de 50 % de
inhibicion de crecimiento (ICso) en células tratadas con los diferentes
tratamientos.

e Bioensayo de Muerte Celular: Apoptosis

Para conocer el mecanismo de muerte celular se realiz6 el método de
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling,
por sus siglas en inglés) de Takara Inc, para la deteccion de apoptosis. Es un
meétodo efectivo para la medicion de fragmentos de ADN, que resultan del

proceso de apoptosis mediado por la activacion intracelular de endonucleasas.
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Los nucleétidos marcados con fluoresceina se incorporan en los extremos de
estos fragmentos de ADN in situ, lo que permite la localizacion histologica y la
deteccion de células individuales. EI método TUNEL utiliza la desoxinucleotidil
transferasa terminal para marcar los extremos 3'-OH de los fragmentos de ADN
que se generan durante el proceso de apoptosis. Las células sometidas a la
apoptosis son marcadas especificamente con fluoresceina dUTP con alta
sensibilidad, que permite la deteccion inmediata de estas células por microscopia
o citometria de flujo.

Células Daoy, HeLa y SW-480 fueron cultivadas a una concentracién de
2x10% células en una botella de cultivo de 25 mL, e incubadas a 37°C, 5% CO?y
95 % aire, en medio EMEM para Daoy y HeLa, y DMEM para SW-480
suplementado con suero bovino fetal al 10% por 24 horas para su adhesion.
Posteriormente fueron tratadas con la concentracion de cada una de las
fracciones a la concentracién obtenida por ICso (6 horas). Transcurrido el
tratamiento, las células fueron desprendidas de la superficie de la botella
utilizando una espatula para cultivo, el concentrado celular obtenido fue
centrifugado a 1200 rpm durante 3 min. El sobrenadante obtenido fue desechado,
y el concentrado celular fue resuspendido en 1 mL de solucion amortiguadora de
fosfatos con pH de 7.4. A la disolucion obtenida se le realizé el conteo, utilizando
una camara de Neubaur de la misma manera que en el procedimiento antes

mencionado.

De las diferentes fracciones utilizadas (FRAC, FRAP, FRPC y FRPP) con
los diferentes tiempos de exposicion (6, 12, 24, 48 y 72 horas) celular, se pudo
observar que la mayor disminucién de la proliferacion celular (lineas Daoy, Hela
y SW-480) fue a las 6 y 12 horas de exposicién. Estos resultados fueron tomados
como base para identificar el mecanismo de muerte celular. Por lo anterior se

tomo el tiempo de 6 horas de exposicidn para los diferentes extractos.
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Para llevar el bioensayo con 6 horas de exposiciéon de los diferentes
tratamientos, se tomaron botellas con cada una de las lineas celulares (Daoy,
Hela y SW-480) para llevar a cabo el conteo de células viables y no viables. Se
llevé a cabo el desprendimiento celular, y la suspension celular fue lavada con
PBS y secada en aire en un portaobjetos de vidrio. Las células fueron fijadas con
paraformaldehido/PBS 4 % (pH 7.4) dejandolo secar durante 15 a 30 minutos a
temperatura ambiente. Se realizé lavado con PBS, y se aplicaron 100 pL del
buffer de permeabilizacion en hielo por 2 a 5 minutos, para permitir la penetracion
de la mezcla de reaccion de marcaje. Al lograr permeabilizar las membranas
celulares, se aplicaron 50 pL de la mezcla de reaccion de marcaje (TdT Enzima
5 uL + Buffer de marcaje 45 uL), estda mezcla fue preparada y enfriada en hielo
antes de usarla en el portaobjeto. Se incubd a 37 °C en camara humidificada por
60 a 90 minutos, y posteriormente la reaccion se finalizé realizando un lavado
con PBS. Se utilizé una solucién antiapagamiento de la fluoresceina, Vecta
Shield (10 pL), esto para evitar que la fluorescencia se desgastara al observar en
microscopio de fluorescencia, asi como permitir la tincion de los nucleos
celulares. Por ultimo, las laminillas fueron fijadas con un cubreobjetos de 1Tmm y
selladas con barniz alrededor para su posterior vista en el microscopio de
fluorescencia.

5 Analisis Estadistico

Los resultados se repitieron al menos tres veces. A menos que se indique
lo contrario, los datos se expresan como media * desviacidon estandar. Los datos
son analizados aplicando ANOVA simple de un factor (software GraphPad Prism
5) y la comparacion de medias (comparacion entre tratamientos) se utilizo la
prueba de rango multiple de Tukey con un nivel de significancia del 95% (p <
0.05). Se utilizé el programa GraphPad Prism 5y SPSS (Statitics Program version
22) para los analisis estadisticos.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION
A Rendimiento del maiz y tortilla para la purificacion de los extractos

Para la obtencion de la harina de maiz crudo y harina de tortilla
nixtamalizada, se usaron 1.5 kg de granos de maiz. Sin embargo, durante el
proceso de molienda para el grano crudo, y durante el proceso de
nixtamalizacion, se generaron ligeras perdidas (25 a 15% aproximadamente),
obteniendo un promedio final de 1.25 a 1.35 kg de harina de maiz crudo, y harina
de tortilla.

Del promedio obtenido de cada una de las harinas, se tomé 1 kg
aproximadamente (para cada una de las harinas), para llevar a cabo la
purificacion de los biocompuestos. De la harina nixtamalizada (1.35 kg), se
obtuvieron un total de 42 tortillas con un tamafio promedio a las tortillas
comerciales. Los dos productos mas importantes en la industria de la masa y la
tortilla, son masa fresca y tortilla. El contenido promedio de humedad en tortilla
es de 56 a 43 %.

El maiz que se destina a la industria de la masa y la tortilla debe presentar
un rendimiento maiz/masa de 2.0 a 1.9 kg, y de maiz/tortilla de 1.5-1.54 por cada
kg de maiz procesado, con humedad base estandar de 12 % (Salinas-Moreno y
col., 2010). En nuestro estudio no se tomé en cuenta el rendimiento maiz/masa
y maiz/tortilla, debido a que no se registro el indice de humedad, por lo que seria
interesante ver la relacion que existe entre ellos, y poder dar de manera certera

un porcentaje de rendimiento.

En el Cuadro 5 se puede observar los rendimientos de los extractos de
polifenoles y antocianinas obtenidos después del proceso de purificacion. Una
vez que el extracto se hizo pasar por la resina Amberlite se obtuvo un extracto
rico en polifenoles; la resina permitio remover carbohidratos, minerales y algunos

acidos fendlicos.
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Cuadro 5. Rendimiento del extracto de polifenoles y antocianinas obtenidos a
partir de 1.5 kg de maiz criollo azul

Harina cruda Harina procesada
Peso inicial* 1023.3 £723.6 Peso inicial* 1054.9 + 723.6
FRPC 99+15 FRPP 7.8+15¢g
FRAC 1.5+0.06 FRAP 1.6 +0.06

FRPC: Fraccion Rica de Polifenoles Crudo; FRPP: Fraccion Rica de Polifenoles
Procesada; FRAC: Fraccion Rica de Antocianinas Cruda; FRAP: Fraccion Rica

de Antocianinas Procesada. *g/EL: gramos por extracto liofilizado.
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B Fendlicos totales en fracciones de maiz criollo azul y tortilla

nixtamalizada

El contenido de fendlicos totales en la fraccidon de polifenoles y
antocianinas en maiz criollo azul (FRPC y FRAC) y tortilla nixtamalizada (FRPP
y FRAP), mostré valores promedio de 15.9 y 51.2, vs 30.42 y 60.1 mg EAG/100
g, EL, respectivamente (Figura 10).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo observar que la
transformacion del grano crudo en tortilla por nixtamalizacién tradicional, logro
incrementar (p < 0.05) el contenido de fendlicos totales en las FRPP y FRAP (90
y 17 %).

El aumento de fendlicos en cada una de las fracciones pudiera ser debido
a las caracteristicas del proceso tradicional de nixtamalizacién. Durante la
coccion alcalina del grano de maiz ocurre hidrolisis de la pared celular, la cual
esta formada por acidos fendlicos que se encuentran de forma ligada. Ademas,
es importante mencionar que en esta fraccion también estan presentes las
antocianinas. A pesar que las antocianinas son sensibles a factores como altas
temperaturas y pH alcalinos, la coccion alcalina del grano pudiera causar la
liberacion de otro tipo de antocianinas. Se conoce que las antocianinas aciladas
son mas resistentes a las altas temperaturas vs antocianinas glucosiladas, por lo
que este incremento pudiera ser atribuido a las aciladas (Mora-Rochin y col.,
2016; Gaxiola-Cuevas y col., 2017).

Mora-Rochin y col. (2010), en un estudio con maices pigmentados,
reportaron un aumento en la fraccion de fendlicos libres y acido ferulico en tortillas
elaboradas con harinas nixtamalizadas, mencionaron que el proceso térmico
alcalino favorece la liberacién de fendlicos contenidos en la pared celular.
Ademas, el incremento de ciertos componentes por la hidrolisis que se da durante
el proceso de nixtamalizacion, ayuda a la formacién de otros polifenoles (Mora-
Rochin y col., 2010).
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Figura 10. Contenido de fendlicos totales en maiz azul y tortilla nixtamalizada.
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C Antocianinas totales en fracciones de maiz criollo azul y tortilla

nixtamalizada

El contenido de antocianinas totales evaluada por espectrofotometria en
la fraccion rica en polifenoles y antocianinas en maiz criollo azul (FRPC y FRAC)
y tortilla nixtamalizada (FRPP y FRAP), mostré valores promedio de 8.02 y 2.42
vs 6.94 y 3.92 mg EqCy-3-Glu/100 g, bs (Figura 11).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo observar que la
transformacion del grano crudo a tortilla, mostré una retencion del 86% en el
contenido de antocianinas totales para la FRPP. Efecto contrario fue observado
para la FRAP, donde se observé un incremento mayor al 60%.

El incremento en el contenido de antocianinas coincide con lo reportado
por Salinas-Moreno y col. (2003); estos autores observaron incrementos de
Cianidina-3-glucdsido en harina nixtamalizada de maiz azul. Los autores
mencionan que este incremento esta relacionado con una posible degradacién
de antocianinas de tipo acilado. Ademas, existen reportes donde se menciona
que en maiz azul predominan las antocianinas de tipo aciladas (60 a 82%),
principalmente cianidina 3-(6"-malonilglucosido (Collison y col., 2015; Mora-
Rochin y col., 2016), las cuales son mas resistentes a los tratamientos térmico-
alcalinos. Se cree que cianidina 3-(6"-malonilglucosido) se convierte en
cianidina-3-glucosido, debido a que el enlace éster con el que esta unido el
radical acilo (malonil y succinil) al azucar, es inestable a las condiciones de
temperatura y pH que se dan durante el proceso de nixtamalizacion, por lo tanto,
el radical acilo es liberado y la antocianina resultante quede como cianidina-3-
glucosido (De Pascual-Teresa y col., 2002; Mora-Rochin y col., 2016).

D Identificacion y cuantificacion de antocianinas por HPLC en maiz
criollo azul y tortilla nixtamalizada

71



m 10- c .

(=]

S s ==

7))

‘O

S &

o b

¢ 4 a

(1] =

5 =

c

.S )

0 )

(=)

5 O Q o R 0.05

* < :

& & & & P

Fracciones

Figura 11. Contenido de antocianinas totales en maiz azul y tortilla
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La identificacion y cuantificacion de antocianinas por HPLC para la fraccion
de polifenoles y antocianinas en maiz criollo azul (FRPC y FRAC) vy tortilla
nixtamalizada (FRPP y FRAP), se muestran en el Figura 12 y Cuadro 6.

Los cromatogramas obtenidos por HPLC (Figura 12) para las diferentes
fracciones purificadas (FRPC, FRAC, FRPP y FRAP), mostraron una disminucion
(50%) de la sefnal de Cianidina-3-Glucésido durante la transformacién de grano
a tortilla. Estos resultados son similares a lo reportados por otros autores, donde
encontraron perdidas mayores al 50% tras el proceso de coccion por
nixtamalizacion en grano de maiz azul (Collison y col., 2015; Mora Rochin y col.,
2016).

De acuerdo con el analisis de los espectros obtenidos a 520 nm, y los
tiempos de retencion (26.5 min), se pudo concluir que la cianidina-3-glucésido se
encuentra en mayor proporcion. Sin embargo, otras antocianinas se pudieran
encontrar en menor proporcion de acuerdo con las sefiales obtenidas a diferentes

tiempos de retencion.

Los resultados obtenidos coinciden con otros investigadores que han
encontrado diferentes antocianinas en maiz azul ([Pelargonidina-3-Glucdsido
(Pg-3-Glu); Peonidina-3-Glucésido (Pn-3-Glu); Cianidina-3-(6""-
succinilglucésido) (Cy-3-6""-Suc-Glu); Cianidina-3-(6""malonilglucésido) (Cy-3-
6" '-Mal-Glu) y Pelargonidina-3-(6""'malonilglucésido) (Pg-3-6""Mal-Glu)] (Collison
y col., 2015; Menchaca-Armenta, 2016; Mora-Rochin y col., 2016).

La identificacién y cuantificacion de biocompuestos por HPLC es una
técnica analitica ampliamente utilizada en el analisis estructural de alimentos,
especialmente en la identificacion de compuestos no polares, solubles en agua,
y termo-labiles no volatiles, ademas, tiene como ventajas el facil manejo del
equipo, alta sensibilidad y tiempos de analisis relativamente cortos (Menchaca-
Armenta, 2016).
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Figura 12. Cromatogramas de (a) (b) fraccién de polifenoles y antocianinas de

maiz azul y (c) (d) de tortilla nixtamalizada. Pico: Cianidina-3-Glucésido.
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Cuadro 6. Cuantificacion de antocianinas por HPLC en grano de maiz y tortilla

nixtamalizada

Harina Polifenoles Antocianinas
FRP* FRA*
Harina Cruda 14.8 £ 0.232 11.0 £ 0.062
Harina de Tortilla 13.6 £ 0.522 54 +0.31°

nixtamalizada

ab |etras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05). FRP: fraccion

rica de polifenoles; FRA: fraccién rica de antocianinas. *mgEqCy-3-Glu/g de

extracto.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se observd que Ila
transformacion del grano de maiz a tortilla caus6 disminucion en el contenido de
antocianinas en las fracciones purificadas de polifenoles y antocianinas (FRPC,
FRPP, FRAC y FRAP). La FRPP mostré ligeras perdidas (8.2%) con respecto a
la FRPC (13.6 vs 14.8 mg EqCy-3-Glu/g de EL). Sin embargo, la fraccion mas
afectada por el proceso de coccién alcalina, fue la FRAP (5.4 mg EqCy-3-Glu/g
de EL), la cual mostré perdidas (p < 0.05) de hasta el 50% con respecto a la
fraccion del grano de maiz (11.0 mgEqCy-3-Glu/g de EL). Nuestros resultados
coinciden con lo reportado por Rodriguez-Méndez y col. (2013) y Mora-Rochin y
col. (2016), quienes encontraron pérdidas de antocianinas en tortillas
nixtamalizadas de maiz azul mayores al 50 %. Como ya se mencioné
anteriormente, las antocianinas son sensibles a factores como pH alcalinos y
altas temperaturas, lo que conduce a una disminucion de su contenido con

respecto al maiz sin procesar.

Para corroborar lo ateriormente mencionado, se observo una disminucion
en la primera sefal del cromatograma de la Figura 12, que corresponde a
Cianidina-3-glucosido, con lo que afirmamos que tras el proceso de
nixtamalizacion o coccidn alcalina del grano de maiz, se ve afectado el contenido
de antocianinas con un porcentaje de retencion del 49.3% con respecto al grano

de maiz.

Los resultados obtenidos por HPLC son similares a los encontrados por el
meétodo colorimetrico en este mismo estudio, donde se reportaron pérdidas del
50% de antocianinas totales durante la transformacion del grano de maiz a tortilla.

La determinacion e identificacion de antocianinas pudiera parecer una labor
relativamente simple cuando se emplea HPLC, sin embargo, la falta de
estandares es una gran desventaja, y en muchos casos dificulta el conocer la
identidad de una sefal en particular. Por lo tanto, la espectrometria de masas
(MS) es requerida como técnica para la elucidacién de la estructura de las
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principales antocianinas presentes en los extractos de maiz crudo y tortilla, la

cual no se llevd a cabo para este estudio.

E Capacidad antioxidante evaluada por el método de ORAC y ABTS en

maiz criollo azul y tortilla nixtamalizada

La actividad antioxidante evaluada por los métodos de ORAC y ABTS en
las diferentes fracciones de maiz criollo azul (FRPC y FRAC) y tortilla elaborada
con harina nixtamalizada (FRPP y FRAP) se muestran en las Figura 13 y 14.

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo observar que las
actividades por los métodos de ORAC y ABTS fueron diferentes en las fracciones
purificadas de maiz. Se observaron actividades ORAC en maiz criollo azul para
las FRAC y FRPC de 20,862.3 y 76,099.2 umol ET/100 g, EL, mientras que para
ABTS se observaron valores de 900 y 12,366 umol ET/100 g, EL. (Figura 13 y
14).

Interesantemente, la transformacién del grano crudo a tortilla mostro
disminuciones (51 y 75%) en la actividad antioxidante para la fraccién rica en
antocianinas por los métodos de ORAC y ABTS. Sin embargo, la fraccion rica en
polifenoles mostré incrementos (p < 0.05) (8.7 y 7.5%) durante la transformacion
a tortilla (Figura 13 y 14). Nuestros resultados coinciden con lo reportado por
Jiménez-Névarez (2017) en tortilla obtenida por nixtamalizacion. Este autor
realizé extractos ricos en polifenoles y antocianinas, y observé un incremento del
100 % de la actividad antioxidante evaluada por ABTS para tortilla de maiz criollo

azul.

La disminucion de la actividad antioxidante por los métodos de ORAC y
ABTS para los extractos ricos en antocianinas, podria ser debido a que estos
biocompuestos son sensibles a factores como pH alcalinos, y altas temperaturas.
Por otro lado, el incremento en esta propiedad para los extractos ricos en
polifenoles podria deberse a que durante la nixtamalizacion tradicional existe
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Figura 13. Capacidad antioxidante de los extractos de polifenoles y antocianinas de maiz azul y tortilla

nixtamalizada.
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Figura 14. Capacidad antioxidante de los extractos de polifenoles y antocianinas de maiz azul y tortilla

nixtamalizada.

80



liberacion de acidos fendlicos, principalmente acido ferulico, y principal fendlico
promotor de la actividad antioxidate en cereales. Sin embargo, es importante
mencionar que el extracto rico en polifenoles tanto en grano crudo como en tortilla
también contiene antocianinas, no solo acidos fendlicos, esto también podria ser

una causa que este tipo de extracto posea mayor actividad antioxidante.

Compuestos bioactivos como antocianinas han demostrado tener mayor
actividad antioxidante que vitaminas como la C y E. Su capacidad antioxidante
es atribuida principalmente a la captura de radicales libres por donacion de
atomos de hidrégeno, siendo esta la razon por la que se le atribuye actividad
anticarcinogénica (Castafieda-Ovando y col., 2009).

La mayoria de los reportes en la literatura sobre investigaciones realizadas
respecto a la capacidad antioxidante de las antocianinas son en frutos y
hortalizas, por lo que existen pocos estudios que evaluen la actividad antioxidante
de extractos ricos de antocianinas provenientes de maiz azul y sus productos, es
por ello que no se tiene evidencia suficiente para corroborar los datos obtenidos

sobre su capacidad antioxidante.

Los métodos utilizados (ORAC y ABTS) para evaluar la actividad
antioxidante se basan en diferentes mecanismos. La reactividad de los
compuestos fendlicos es dependiente de las estructuras quimicas que lo
conforman, por lo tanto, los resultados obtenidos por diferentes métodos pueden
ser sesgados (Zhao y col., 2008).

La elevada capacidad antioxidante presente tanto en grano crudo como
en tortilla, podria estar directamente relacionada con la concentracién de
compuestos bioactivos, como son acidos fendlicos y antocianinas, ya que son

considerados potentes antioxidantes.
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F Efecto Antiproliferativo y Anticarcinogénico de Polifenoles y

Antocianinas de Maiz Criollo Azul y tortilla nixtamalizada
a Cultivo Celular

Con base en la revision de la literatura se determind probar diferentes
concentraciones (2, 4, 6, 8 y 10 mg/mL) para determinar la Concentracion
Inhibitoria al 50 % (Clso). La Clso determinada en la curva de crecimiento celular
tras la exposicion al tratamiento fue de 2 mg/mL para cada una de las réplicas

del ensayo (Cuadro 7 y 8) (Figura 15y 16).

b Exposicion al tratamiento con fracciones de polifenoles y

antocianinas de maiz criollo azul y tortilla nixtamalizada

Las lineas celulares Daoy, HeLa y SW-480 se trataron con fracciones ricas
en polifenoles (FRPC y FRPP) y fracciones ricas en antocianinas (FRAC y FRAP)

en grano de maiz y tortilla nixtamalizada (a una Clso de 2 mg/mL).
c Viabilidad Celular

Para las 3 lineas celulares obtuvimos un porcentaje de confluencia mayor al 80
% [Daoy (96 al 100 %), HeLa (96 al 98 %) y SW-480 (93 al 98 %)]. Para el control
negativo (0 horas) se aplicé directamente la concentracion del reactivo XTT para
la medicién de viabilidad celular sin exposicion al tratamiento. Los resultados del
porcentaje de viabilidad celular para cada linea tras la exposicion al tratamiento
con fracciones ricas en polifenoles y antocianinas se presentan en el Cuadro 7 y
Figura 15.

1 Meduloblastoma (Daoy)

En la Figura 17, se puede observar los resultados obtenidos de la
viabilidad celular de células de medublastoma (Daoy), tratadas con las fracciones
de FRPC, FRPP, FRAC y FRAP a una concentracion de 2 mg/mL de extracto, y
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Cuadro 7. Concentracion Inhibitoria al 50 % de extractos de antocianinas de

grano de maiz y tortilla nixtamalizada en células cancerigenas.

Antocianinas Crudas y Procesadas

% Viabilidad celular

Cis0 SW-480 SW-480  Hela (AC) Hela(AP) Daoy(AC) Daoy (AP)
(mg/mL) (AC) (AP)
2 mg/mL 20.24 41.74 36.31 30.37 24.94 30.33
4 mg/mL 32.19 36.44 47.54 45.52 28.60 39.96
6 mg/mL 34.29 31.67 33.12 35.91 33.82 30.39
8 mg/mL 60.30 78.51 79.91 76.67 63.47 65.63
10 mg/mL 56.40 68.47 89.11 88.48 74.91 72.58

CI50: Concentracion Inhibitoria al 50 %; AC: Antocianinas Crudas; AP:
Antocianinas Procesadas; SW-480: Linea Celular Cancer de Colon; HeLa: Linea
Celular Cancer Cervicouterino; Daoy: Linea Celular de Meduloblastoma.

*mg/mL: miligramos por mililitro.
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Cuadro 8. Concentracion Inhibitoria al 50 % de extractos de polifenoles en grano

de maiz y tortilla nixtamalizada en células cancerigenas.

IC50 Polifenoles Crudos y Procesados

% Viabilidad celular

CI50 SW-480 SW-480 HelLa (PC) Hela (PP) Daoy(PC) Daoy (PP)
(mg/mL) (PC) (PP)
2 mg/mL 62.11 52.41 126.83 104.57 45.61 45.05
4 mg/mL 41.88 24.27 65.45 72.65 61.15 55.73
6 mg/mL 83.80 27.60 83.65 92.07 71.90 62.77
8 mg/mL 79.51 71.25 87.81 107.33 78.39 50.17
10 mg/mL 61.24 55.91 60.19 96.11 51.50 60.90

CI50: Concentracion Inhibitoria al 50 %; PC: Polifenoles Crudos; PP: Polifenoles
Procesados; SW-480: Linea Celular Cancer de Colon; HeLa: Linea Celular
Cancer Cervicouterino; Daoy: Linea Celular de Meduloblastoma. *mg/mL:

miligramos por mililitro.
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Figura 15. Porcentaje de Viabilidad Celular y Concentracion Inhibitoria al 50 %

de extractos de antocianinas en lineas celulares.
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Figura 16. Porcentaje de Viabilidad Celular y Concentracion Inhibitoria al 50 %

de extractos de polifenoles en lineas celulares.
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una confluencia de 96 a 100% tras la exposicion al tratamiento durante 6, 12, 24,
48 y 72 horas. Para este estudio se tom6 como control negativo células
neoplasicas no tratadas.

El comportamiento de la linea celular Daoy tras la exposicion a polifenoles
presentes en FRPC y FRPP a las 6 horas de tratamiento fue de 74 y 79.91 % de
proliferacion. Mientras que para la exposicion a antocianinas en las mismas

células fue de 71.30 y 77.91 %, respectivamente.

Por otro lado, a las 12 horas de exposicion al tratamiento, se observé una
disminucién en el porcentaje de proliferacion celular con respecto al tiempo
anterior (59.06, 65.62, 58.51 y 61.73 % para FRPC, FRPP, FRAC y FRAP,

respectivamente).

Durante la exposicidon a 24 horas de FRPC y FRPP vs FRAC y FRAP se
observaron porcentajes de proliferacion celular de 63.18 y 71.84 % vs 62.97 y
57.58 %, respectivamente. Finalmente, a 48 horas se observé que el porcentaje
de proliferacién celular para la FRPC, FRPP, FRAC y FRAP fue de 59.58, 65.06,
56.05 y 49.34 %, respectivamente. Después de la exposicion al tratamiento por
72 horas se observo que mientras para FRAC, FRAP y FRPC disminuia el
porcentaje de proliferacion celular (50.11, 48.77 y 56.93 %), la FRPP mostraba
un ligero aumento (68.03 %).

De manera interesante se pudo observar que la mayor parte del porcentaje
de disminucién en viabilidad fue mostrada por la linea Daoy de Meduloblastoma,
durante el tratamiento por 6 horas para los diferentes extractos purificados
(Figura 17).

87



Daoy

150

= 0
E 16
S 100, W 12
o)
© ] 24
O T T
% s "l B 48
'E 50- B 72
)
o
X

o1ml a a -

O R O \"4
Extractos
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2 Cancer Cervicouterino (HelLa)

En la Figura 18, se puede observar los resultados obtenidos de la
viabilidad celular de células de cancer cervicouterino (HelLa), tratadas con las
fracciones de FRPC, FRPP, FRAC y FRAP a una concentracion de 2 mg/mL de
extracto y una confluencia de 96 a 98% tras la exposicién al tratamiento durante
6, 12, 24, 48 y 72 horas, tomando como control negativo las células neoplasicas
no tratadas.

Para la linea celular HeLa se observo un comportamiento similar al cultivo
de células Daoy. La exposicion de las células Hela con los diferentes extractos
purificados (FRPC, FRPP, FRAC y FRAP) después de 6 horas de tratamiento,
mostraron una viabilidad celular de 69.39, 71.68, 67.59 y 61.73 %,

respectivamente.

De igual forma se pudo observar una disminucion de la viabilidad celular a
las 12 horas de exposicion con los extractos de polifenoles y antocianinas de
maiz criollo azul y tortilla nixtamalizada (55.05, 59.73, 56.78 y 46.70 %,
respectivamente, para las diferentes fracciones: FRPC, FRPP, FRAC y FRAP).
Sin embargo, para la exposicion al tratamiento durante 24 horas se detectd un
porcentaje de viabilidad celular de 72.06 % para FRAC, 64.88 % para FRAP,
84.46 % para FRPC y 102.22 % para FRPP (niveles ligeramente mayores a
nuestro 100 %).

La exposicion de las diferentes fracciones purificadas a 48 horas mostro
diferentes comportamientos en viabilidad celular (62.60 %FRAC, 56.10 % FRAP,
72.76 % FRPC y 83.66 % para FRPP). Asimismo, de manera interesante se
observo una disminucion de la viabilidad celular al tratamiento por 72 horas con
las diferentes fracciones purificadas (54.42 % FRAC, 46.58 % FRAP, 58.04 %
FRPC, y para FRPP un 62.13 %, respectivamente).
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Figura 18. Porcentaje de viabilidad celular en lineas Hela.
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De acuerdo con los resultados obtenidos se observd que para los
diferentes tratamientos de exposicion, los tiempos de 12y 72 horas mostrarén un
menor porcentaje de viabilidad celular (Figura 18).

3 Cancer de Colon (SW-480)

En la Figura 19, se puede observar los resultados obtenidos de la
viabilidad celular para células de cancer de colon (SW-480) tratadas con las
fracciones de FRPC, FRPP, FRAC y FRAP a una concentracion de 2 mg/mL de
extracto y una confluencia de 93 a 98% durante el tratamiento por 6, 12, 24,48 y
72 horas de exposicion. Como control negativo se uso células neoplasicas sin

tratamiento.

Para la linea celular SW-480 de cancer de colon se observaron variaciones
en el porcentaje de proliferacion celular diferentes a las de Daoy y Hela. Al
tiempo de 6 horas de exposicion con los diferentes extractos purificados se
obtuvieron porcentajes de 77.84 % para FRPC, 84.16 % para FRPP, 73.13 %
para FRAC y 68.58 % para FRAP, respectivamente.

Por otro lado, se observo un ligero aumento de la viabilidad celular a las
12 horas de tratamiento para los extractos de FRPP (89.96%), FRAC (84.6%), y
FRAP (82.6%). Caso contrario fue observado para la FRPC (72.4), donde se
mostro una disminucion. El comportamiento para este tipo de célula fue diferente
en comparacion con las lineas de Daoy y Hela. Sin embargo, de manera
interesante se observé que el porcentaje de proliferacion que habia sido
aumentado en los 3 extractos anteriores a las 12 horas, a las 24 horas vuelven a
disminuir a 79.36 % para FRPP, 73.84 % para FRAC y 73.07 % para FRAP,
mientras que para FRPC muestra un aumento a 79.23 %.

A las 48 horas de exposicidén del extracto con las células, se observa un
aumento en la viabilidad celular de 87.74 % para FRPC y 85.23 % para FRPP,

mientras en las fracciones ricas en antocianinas en grano de maiz y tortilla se
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Figura 19. Porcentaje de viabilidad celular en lineas SW-480.
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observa una disminucion en la viabilidad de 67.54 % para FRAC y 67.77 % para
FRAP. Luego de las 72 horas de exposicion (extracto + células), se observa un
decremento de la viabilidad celular para las fracciones ricas en polifenoles y
antocianinas en grano de maiz y tortilla de 81.86 % para FRPC, 74.30 % para
FRPP, 55.22 % para FRAC, y 59.72 % en FRAP, respectivamente (Figura 19).

d Proliferacion Celular

El colorante de formazan se cuantificé usando un espectrofotémetro de
exploracion multiple (lector de ELISA), de donde se obtuvieron las unidades de
absorbancia (Densidades Opticas) para cada una de las lineas celulares a
diferentes tiempos de exposicion a los tratamientos y con base a cada tipo de

tratamiento.
1 Meduloblastoma (Daoy)

Tras la aplicacién del colorante de formazan (XTT) se obtuvieron
absorbancias o densidades o6pticas, tanto de células tratadas como no tratadas,
tomando estas ultimas como control negativo. Para determinar la proliferacion
celular se tomaron los tiempos 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Los datos fueron
analizados con el programa estadistico SPSS con un nivel de significancia de p
< 0.05.

Cuando se comparan unidades de absorbancia del control negativo en la
linea celular Daoy en relacion con el tiempo, no se observaron diferencias (p >
0.05), lo que indica que con base al tiempo la proliferacion celular fue la misma,
es decir, no se encontraron diferencias entre un tiempo y otro (Figura 20). Sin
embargo, se observé que en el tratamiento por 12 horas se da la menor
concentracion de absorbancia, indicando que durante las primeras horas de
aplicacion de los diferentes extractos purificados ocurre la mayor disminucién en
la proliferacién celular, para una posterior recuperacion de la proliferacion celular

en la linea Daoy de Meduloblastoma.
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Por otro lado, cuando se analiza la proliferacion celular en relacién a los
diferentes tratamientos aplicados (FRAC, FRAP, FRPC y FRPP), si se
observaron diferencias (p < 0.001), lo que indica que existe diferencia entre
aplicar o no el tratamiento, tomando como control negativo el tiempo O horas
(Figura 21). Esto demuestra que tras el efecto de los diferentes tipos de
tratamientos ocurre una disminucion significativa en la proliferacién celular de
Daoy, permitiendo la muerte celular. Asimismo, se observd que el mayor efecto
en la disminucion de la proliferacion celular fue dado por la fraccion rica en

antocianinas de tortilla con respecto al tiempo de 0 horas (Figura 21).

Al analizar la proliferacion celular con base al tiempo de aplicacion del
extracto y el tipo de extracto, se lograron observar diferencias (p < 0.001). Esto
nos indica que el aplicar o no los extractos ricos en polifenoles y antocianinas de
grano de maiz y tortillas con respecto al control (0 horas), existe una disminucion
significativa en la proliferacion celular de Daoy (Figura 22). Ademas, durante las
primeras horas de proliferacion celular, los tratamientos de antocianinas vy
polifenoles de grano de maiz crudo (FRAC y FRPC) muestran una mayor
disminucidén, mientras que después de las 24 horas de exposicion a los
tratamientos, la FRAP mostré una mayor disminucion en la proliferacion celular,

sin embargo, esta disminucion no fue significativa.
2 Cancer Cervicouterino (HeLa)

Después de obtener las unidades de absorbancia o densidades Opticas
tras el efecto de los diferentes tratamientos, y una vez determinado los tiempos
para medir proliferacion celular (0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas), se tomaron los datos
de las células tratadas, como de las células no tratadas, estas ultimas tomadas
como control negativo a las 0 horas. Los datos fueron analizados con el programa
estadistico SPSS con un nivel significativo de p < 0.05.
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Figura 21. Proliferacion celular en lineas Daoy versus tratamiento.
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Figura 22. Proliferacion celular en lineas Daoy versus tiempo y tratamiento.
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La proliferacion celular de HelLa en relacion con el tiempo de exposicion al
tratamiento fue diferente (p < 0.05). Esto nos indica que existe diferencia entre
los tiempos de aplicacion de los tratamientos, es decir que la proliferacion es
significativamente menor antes de 24 horas (Figura 23).

Al igual que en la linea celular Daoy, en células HeLa se observo una
mayor disminucion en la proliferacion antes de las 12 horas, siendo los tiempos
de 6 y 12 horas diferentes (p < 0.001) con respecto a 24, 48 y 72 horas, mas no
diferentes del control negativo (tiempo 0 horas).

La proliferaciéon celular con relacién al tipo de tratamiento (FRAC, FRAP,
FRPC y FRPP) mostré diferencias (p < 0.001) respecto al control negativo
(tiempo 0 horas), es decir, existe diferencia entre aplicar o no el tratamiento en la
linea celular HelLa. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre
cada uno de los diferentes tratamientos aplicados, lo que indica que tanto las
antocianinas y polifenoles del grano de maiz y tortillas muestran el mismo efecto

en células neoplasicas (Figura 24).

De manera interesante se observa que una vez mas los extractos ricos en
antocianinas de tortilla (FRAP) presentan una mayor disminucién en la
proliferacion celular, aunque estadisticamente no sea significativo respecto a las
otras fracciones purificadas. Esto nos demuestra que el proceso de
nixtamalizacién biotransforma la estructura de la antocianina para hacerla mas

efectiva frente a este tipo de ensayos.

Tras la medicion de las unidades de absorbancia analizadas con relacion
al tiempo de exposicion (6, 12, 24, 48 y 72 horas), y al tipo de extracto aplicado
(FRAC, FRAP, FRPC y FRPP) se encontro diferencia (p < 0.05) entre extractos
(Figura 25), indicando diferencias entre el tiempo de aplicacion y el tipo de

extracto utilizado.
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Figura 25. Proliferacion celular en lineas HelLa versus tiempo y tratamiento.
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Se logr6 observar un menor porcentaje de proliferacion a tiempos
tempranos (6 y 12 horas) con respecto al control negativo (tiempo 0 horas), para
una recuperacion posterior a las 24 horas hasta llegar a las 72 horas. A pesar de
no encontrar diferencias significativas entre un tipo de tratamiento y otro, se pudo
observar a los diferentes tiempos que las antocianinas de tortilla de maiz criollo
azul nixtamalizado mostraron una mayor disminucion de la proliferacion celular
en HelLa. Esto demuestra de nuevo el gran efecto que tiene el nixtamalizar el

grano de maiz azul para la biotransformacion de la estructura de las antocianinas.
3 Cancer de Colon (SW-480)

Una vez obtenidas las unidades de absorbancia o densidades Opticas de
cada uno de los diferentes tiempos de tratamiento para cada uno de los
tratamientos aplicados (antocianinas y polifenoles) en las lineas celulares SW-
480 de Cancer de Colon, se procedio al analisis estadistico con el paquete SPSS
con un nivel de significancia de p < 0.05.

La proliferacién celular en relacion al tiempo de exposicion al tratamiento
(6, 12, 24, 48 y 72 horas) fue significativa (p < 0.05) respecto al control negativo
(tiempo 0 horas). Esto nos indica que la proliferacion se ve afectada a diferentes
tiempos de aplicacion del tratamiento. Se encontraron diferencias entre el
tratamiento de 6 horas con respecto a 48 y 72 horas. A las 6 horas de tratamiento
fue donde se observo la mayor disminucidn de la proliferacion celular en SW-480,
respecto a los demas tiempos (p = 0.002) (Figura 26). Ademas, se pudo observar
como después del tratamiento a las 12 horas la proliferacién celular siguio

aumentando en horas posteriores.

Aligual que en las lineas celulares Daoy y HeLa, SW-480 también mostro
diferencias (p < 0.001) con base al tipo de tratamiento (Figura 27 y 28). Sin
embargo, el aplicar o no el tratamiento se encontraron diferencias significativas
en 0 horas. De manera interesante, el tipo de extracto utilizado no mostro

diferencia significativa.
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Figura 28. Proliferacion celular en lineas SW-480 versus tiempo y tratamiento.
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De la misma manera se evaluaron las unidades de absorbancia en relacion
al tiempo de exposicion al tratamiento, y a los diferentes tipos de extractos, donde
se encontré diferencia (p < 0.05) con respecto al control negativo (0 horas)
(Figura 28).

De acuerdo con el estadistico aplicado (Tukey, p < 0.001), entre los
tiempos sin tratamientos y el tiempo de 72 horas se encontré diferencia con los
extractos de FRAC y FRAP.

La viabilidad y proliferacion celular en las lineas de cancer de
meduloblastoma (Daoy), cancer cervicouterino (HelLa) y cancer de colon (SW-
480) se vio disminuida de forma significativa para los cuatro extractos que
probamos a diferentes tiempos. Sin embargo, a la fecha no se tienen suficientes
estudios en células Daoy que nos indiquen algun tipo de efecto contrario a los
resportados en esta investigacion.

En la linea celular HeLa se encontro el 65 % de viabilidad celular en la
FRAP, estos resultados coinciden con lo reportado por Dianconasea y col.,
(2015), quienes encontraron una viabilidad celular cerca del 56 %. Por otro lado,
en un estudio con ratones donde se les indujo cancer de colon (SW-480), se
encontré una inhibicidon dosis-dependiente con antocianinas (especialmente,
Peonidina-3-glucdsido y un extracto rico de antocianinas obtenido del camote
purpura). Se cree que las antocianinas participan en la modulacién del estado
antioxidante, y a su vez a la induccion de apoptosis, y la reduccion de la
proliferacion celular (Lim-Souyoung, 2012). Los resultados obtenidos por estos
autores coinciden con los obtenidos en esta investigacion para la linea celular

SW-480 de cancer de colon.

Existen escasos o nulos estudios sobre los efectos inhibitorios de las
antocianinas de maiz azul criollo y tortilla nixtamalizada en el crecimiento de
células de cancer, sin embargo, existen estudios de antocianinas derivadas de

otras fuentes con potencial antiproliferativo en células cancerigenas.
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Antocianinas de cereza redujeron significativamente la proliferacion de
lineas celulares HT29 y HCT-116 de cancer de colon de humanos (Kang y col.,
2003; Marko y col., 2004). Por otro lado, el potencial antiproliferativo y
anticancerigeno de extractos de varias bayas que contienen diferentes perfiles
de compuestos fendlicos (antocianinas, flavonoles y eligataninos) se estudiaron
en células de cancer de colon humano HT-29. Todos los extractos de bayas
estudiados disminuyeron la proliferacion y el numero de células HT-29 en la fase
G0/G1 del ciclo celular. Esto se correlacion6 con la concentracion de
antocianinas, lo que apoya el hecho de que el efecto inhibitorio de los extractos
de bayas se basa en la concentracion, mas que en la composicion de
antocianinas (Coates y col., 2007, Wu y col., 2007, Johnson y col., 2011; Tramer
y col., 2012).

Numerosos estudios han demostrado la actividad antiproliferativa de
antocianinas en células cancerosas humanas derivadas de tejidos malignos de
diversos origenes, como mama, pulmon, utero, estdomago, sistema nervioso
central, vulva, prostata, entre otros (Lazze y col., 2004; Meiers y col., 2001;
Olsson y col., 2004; Zhang y col., 2005; Tramer y col., 2012). Por otro lado, en
otros estudios se pudo demostrar que las antocianinas fueron potentes y
selectivas para inhibir también la proliferacion de células de leucemia
promielocitica humana (Feng y col., 2207; Hou y col., 2003; Katsube y col., 2003;
Tramer y col., 2012).

En nuestro estudio encontramos una disminucion de la proliferacién celular
mayor al 50 % en las lineas celulares Daoy, HeLa y SW-480 durante las primeras
horas de exponerlas a fracciones ricas de polifenoles y antocianinas de granos
de maiz criollo azul y tortilla nixtamalizada con 2 mg/mL de EL (IC50), destacando
un mayor efecto en la fraccion de antocianinas derivada de la tortilla
nixtamalizada (mayor actividad antiproliferativa), por lo que es conveniente

mencionar, que aunque el proceso de nixtamalizacion afecta la concentracidon de
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ciertos biocompuestos en el maiz criollo azul, también incurre en la
biotransformacion de componentes con alto potencial antiproliferativo, como lo

son las antocianinas de tortilla de maiz criollo azul nixtamalizado.
e Muerte Celular: Apoptosis

Para dar seguimiento fotografico a los resultados obtenidos para cada
linea celular tratada y no tratada, se llevd a cabo la toma de imagenes en
microscopio de fluorescencia en el laboratorio de Citogenética del Instituto

Nacional de Pediatria en la Ciudad de México.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo observar que existe
induccion del mecanismo de muerte celular programada, al menos en la mitad de
las células muertas después de la suplementacion del tratamiento a una
concentracion de 2 mg/mL (FRAC, FRAP, FRPC y FRPP), destacando una mayor
poblacidn de células muertas en la linea celular Daoy de Meduloblastoma que en
HelLa de Cancer Cervicouterino y SW-480 de Cancer de Colon, por el mecanismo
de apoptosis, sin embargo, de acuerdo con la imagen obtenida se pudo observar
que existe la presencia de apoptosis en las 3 lineas tratadas. Esto nos permite
sugerir que los extractos utilizados en esta investigacion inducen el mecanismo

de apoptosis (Figura 29).

Diversos estudios han probado la actividad antiproliferativa y
anticancerigena de antocianinas. La mayoria de estos estudios se han realizado
en frutos, hortalizas, leguminosas o cereales, dentro de los cuales destacan los
arandanos, frijol negro de soya, papa purpura, arroz negro (Malik y col., 2003;
Lim-Souyoung, 2012; Alhosin y col., 2015; Diaconeasa y col., 2015; Fantini y col.,
2015; Ha y col., 2015; Jing y col., 2015; Ko y col., 2015; Lu y col., 2015; Yan-
Cheny col., 2015; Chaperalli y col., 2016). Sin embargo, son pocos los estudios
que se han encontrado en la literatura, donde se utilizan maices azules sobre el
efecto en alguna linea celular. Reynoso-Camacho (2015) reporté extractos

derivados de granos de maiz azul, rojo, amarillo y blanco sobre lineas celulares
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Figura 29. Prueba TUNEL para células Daoy (D), HeLa (H) y SW-480 (SW) versus tratamiento.
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de carcinoma de colon, encontrando que los polifenoles inducen apoptosis, y esto
lo comprobaron observando un menor indice de carcinomas colénicos, después de
alimentar modelos murinos con tortillas de maiz ricas en acidos fendlicos y

antocianinas (1.10 a 13.10 mg Cyanidina-3-Glucdsido).

Urias-Lugo y col. (2015) utiliz6 extractos de maiz azul sobre células CaCo,
estos autores encontraron inhibiciones del 50 % de la proliferacion celular. Solo dos
estudios presentan resultados de antocianinas derivadas del maiz azul con efecto
antiproliferativo y anticarcinogénico en células de algun tipo de cancer (Reynoso-
Camacho y col., 2015; Urias-Lugo y col., 2015). Esto limita la comparacion de los
resultados encontrados en esta investigacion, pero esto hace que se sigan
generando mas informacién de los efectos que pudieran encontrarse en extractos

de maiz azul, sobre todo en tortilla.

Estudios ya reportados revelan que a mayores concentraciones en sus
curvas dosis-respuesta, existe un mayor efecto antiproliferativo y anticancerigeno
en lineas celulares, como HT-29 y HCT-116 de cancer de colon, por efecto de
ciertos polifenoles y antocianinas derivadas de la delfinidina [delfinidina-3-glucésido,
3-sambubidsido o 3-rutindsido (100 umol/L)] después de 1 hora de incubacion (Lim-
Souyoung, 2012; Fantini y col., 2015; Ha y col., 2015; Jing y col., 2015; Urias-Lugo
y col., 2015; Diaconeasa y col., 2015; Ko y col., 2015; Lu y col., 2015; Lee y col.,
Chaperalliy col., 2016; 2016; Asadi y col., 2017; Cui y col., 2017; de Sousa y col.,
2017; Lippert y col., 2017; Chen y col., 2018 y Fernandez y col., 2018).

Alhosin y col. (2015), evaluaron el efecto pro-apoptético de un extracto de
arandanos rico en antocianinas (Antho 50) en células B de pacientes con Leucemia
Linfocitica Cronica (CLL), y sobre células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), destacando la presencia de delfinidina-3-O-glucésido y la delfinidina-3-O-
rutindsido como principales compuestos fendlicos que indujeron un efecto pro-
apoptotico. Los autores concluyeron que la apoptosis inducida por Antho 50 esta
asociada con activacion de la caspasa 3, la regulacion baja de UHRF1, una rapida
desfosforilacion de las proteinas reguladoras de Bcl-2, Akt y Bad, y la baja

regulacion de la proteina Bcl-2, misma que en condiciones de sobreexpresion tiene
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un papel central en los defectos de la apoptosis y supervivencia celular (Alhosin y
col.,, 2015). En el mismo contexto, se ha comprobado que el té verde y su
componente activo de galato de epigalocatquina (EGCG) inducen apoptosis en
células B leucémincas aisladas de pacientes con Leucemia Linfocitica Crdnica
(CLL). A bajas concentraciones, el EGCG aumento significativamente la apoptosis
en células de la LLC que implican la regulacion negativa de la proteina Bcl-2, la
activacion de caspasa 3 y la desfosforilacion del receptor VEGF (Lee y col., 2004).
Por otro lado, la inhibicion de la via enddégena del 6xido nitrico causando la
activacion de la caspasa 3 durante la apoptosis se ha sugerido que contribuye a los
efectos pro-apoptéticos de los compuestos polifendlicos tales como los derivados

del resveratrol y viniferina (Quiney y col., 2004).

De acuerdo con la literatura se han propuesto mecanismos de sefalizacién,
en donde se cree que intervienen las antocianinas para desarrollar efectos pro-
apoptoticos y de apoptosis (Alhosin y col.,, 2015; Yan-Chen y col., 2015). Sin
embargo, en nuestro estudio no se propuso un mecanismo de accion de los
polifenoles y antocianinas. Faltaria por realizar estudios in vivo o en tejidos primarios
de humanos que corroboren los mecanismos en los cuales se ven implicadas las

antocianinas de maiz azul.

Existen escasos o nulos estudios sobre los efectos antiapoptéticos de las
antocianinas de maiz azul criollo y tortilla nixtamalizada en el crecimiento de células
de cancer. Sin embargo, extractos ricos de antocianinas de otros frutos y frutillas,
como uvas, arandanos y chocoberries han mostrado inhibir el crecimiento de células
malignas HT-29 de cancer de colon (Zhao y col., 2004; Tramer y col., 2012). Efectos
similares fueron observados en lineas celulares de cancer de colon muy alto y bajo
de tumor, LoVo/Adr y LoVo. Mientras delfinidina y cianidina fueron citotoxicas y
mostraron induccion de apoptosis por parte de la primera, sin embargo no se mostré
tal mecanismo (Cvorovic y col., 2010; Tramer y col., 2012).

Otro estudio, in vivo en ratones que se les indujo cancer de prostata fueron
tratados con antocianinas de la soya negra de forma oral (8 mg/kg) durante 14

semanas antes de la inoculacion. Después de las 2 semanas de tratamiento se
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inocularon células de prostata (DU-145) por via subcutanea para establecer los
xenoinjertos tumorales (Ha y col., 2015). Se encontré un aumenté significativo de la
apoptosis de forma dependiente de la dosis, y una disminucion significativa de las
expresiones de p53 y Bcl-2 (con un aumento de expresidon de Bax) y una
disminucion significativa del Antigeno Prostatico especifico (PSA) y las expresiones
del Receptor de Androgenos (AR). Por lo tanto, en el modelo de xenoinjerto, el
tratamiento con antocianinas inhibe significativamente el crecimiento del tumor,
sugiriendo que las antocianinas de la soya negra inhiben la progresion del cancer
de prostata in vitro y en un modelo de xenoinjerto conduciendo directamente a la

apoptosis (Ha y col., 2015).

En nuestro estudio encontramos la CI50 % de 2 mg/mL, concentracion que
permitia la disminucién de la viabilidad y proliferacién celular en al menos el 50 %
de la poblacién celular y una induccion de apoptosis, considerando asi, que la curva

dosis-dependiente es un parteaguas para proximos estudios.

A pesar de que en nuestro estudio no fue dilucidado el mecanismo de accién
de nuestros extractos, cabe destacar que se realizaron todos los ensayos en 3
lineas celulares, meduloblastoma (Daoy), cancer cervicouterino (HeLa) y cancer de
colon (SW-480) mostrando un comportamiento similar al inducir el mecanismo de
apoptosis en las 3 lineas celulares, esto hace pensar que nuestros extractos
presentan actividad antiproliferativa y antiapoptotica, presentando un mayor efecto

la tortilla de maiz nixtamalizada.

Una de las bondades de nuestro estudio es que se llevéd a cabo la
estandarizacion de una curva dosis-respuesta para encontrar la Clso (2 mg/mL), que
permitié asegurar al menos el 50 % de la muerte celular de la poblacién utilizada,
asi como la estandarizacion del numero de células utilizadas, y los tiempos de
medicion. Por otro lado, también se llevd a cabo la estandarizacién del tiempo de
incubacion (6 horas) para encontrar la mayor poblacién posible de células a la hora

de la exposicién al tratamiento.

Sin duda alguna, los resultados encontrados en esta investigacion abren un

camino para otros estudios donde se puede proponer realizar ensayos in vivo 0 en
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tejidos primarios para corroborar el efecto de las antocianinas de maiz azul tras el

proceso de nixtamalizacion.
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1.

IX. CONCLUSIONES

El proceso de nixtamalizacion es una tecnologia aplicada para la obtencion
de tortillas de maiz azul que a pesar de que influye en la pérdida de
componentes, también permite retener ciertos compuestos bioactivos, entre
ellos, polifenoles y antocianinas.

El contenido de fendlicos totales en la fraccion de polifenoles y antocianinas
en maiz criollo azul y tortilla nixtamalizada, fue de 15.9y 51.2, vs 30.42 y 60.1
mg EAG/100 g EL, respectivamente. La transformacién del grano crudo en
tortilla por nixtamalizacion tradicional logré incrementar el contenido de
fendlicos totales en la tortilla nixtamalizada (90 y 17 %).

El contenido de antocianinas totales en la fraccion rica en polifenoles y
antocianinas en maiz criollo azul y tortilla nixtamalizada, fue de 8.02 y 2.42
vs 6.94 y 3.92 mg EqCy-3-Glu/100 g, EL, respectivamente. La transformacion
del grano crudo a tortilla, mostré una retencién del 86% en el contenido de
antocianinas totales para los polifenoles de la tortilla. Efecto contrario fue
observado para antocianinas de tortilla, donde se observd un incremento
mayor al 60%.

La antocianina mayoritaria presente en granos de maiz y tortilla
nixtamalizada es la Cianidina-3-Glucosido. Sin embargo, existe una
disminucién de este biocompuesto tras la coccion por nixtamalizacion.

El proceso de nixtamalizacion tradicional generé disminucién en la capacidad
antioxidante por los diferentes métodos quimicos (ORAC y ABTS) (75 y 51
%, respectivamente). Sin embargo, la fraccion rica en polifenoles mostré
incrementos (8.7 y 7.5%) de esta propiedad en tortilla.

Se encontro la Clsp (2 mg/mL) de extractos de polifenoles y antocianinas en
granos de maiz azul y tortilla nixtamalizada en lineas celulares Daoy, HeLa y
SW-480, lo que suguiere actividad anticancerigena.

Se observaron disminuciones en la viabilidad y proliferacion celular por
debajo del 50 % en concentraciones de 2 mg/mL de granos de maiz y tortilla
en Daoy y SW-480 a diferencia de Hela. La tortilla nixtamalizada logro el

mayor porcentaje de inhibicion.
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8. El mayor porcentaje de disminucion de la proliferacion celular se da en el
cambio del tiempo 0 a 6 hrs. La linea celular que presenta mayor disminucion
en la proliferacién celular es Daoy de Medublastoma. Las fracciones ricas en
antocianinas de tortilla nixtamalizada son las que presentan mayor
porcentaje de disminucién de la proliferacion celular.

9. Existe induccién del mecanismo de muerte celular programada (Apoptosis)
al menos en la mitad (50 %) de las células muertas tratadas con fracciones
ricas en polifenoles y antocianinas de granos de maiz azul y tortilla
nixtamalizada, siendo la tortilla nixtamalizada la que presenta mayor
porcentaje de muerte celular (+ 50 %).

10. Los resultados obtenidos en la presenta investigacion demuestran que los
extractos ricos de polifenoles y antocianinas de granos de maiz azul y tortilla
nixtamalizada son fuente viable de compuestos bioactivos que inhiben el
crecimiento celular, asi como, la induccion de apoptosis en lineas celulares
de meduloblastoma, cancer cervicouterino y cancer de colon, lo que

demuestra su actividad anticancerigena.
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X  PERSPECTIVAS

Aumentar la produccion de Maiz Criollo Azul en Sinaloa, asi como, promover
el consumo mayor por la poblacion a manera de prevencion de ciertas
enfermedades cronicas degenerativas, como lo es el Cancer.

Mejorar el proceso de extraccion de las Antocianinas de Maiz Criollo Azul,
para aumentar la cantidad obtenida y asi asegurar un mejor stock de trabajo.
Comprobar que existe una disminucidon de la Viabilidad Celular, la
Proliferacion Celular y la Apoptosis in vivo en modelos murinos o bien en
tejidos primarios de humanos.

Crear un suplemento rico en fracciones de Antocianinas que pueda beneficiar
la salud de las personas con Cancer Cervicouterino, Meduloblastoma y
Cancer de Colon.

Crear nanoparticulas en donde podamos introducir de forma segura un
tratamiento terapéutico rico en fracciones de antocianinas de maiz criollo azul
como tratamiento paliativo en el proceso cancerigeno de las personas,

especialmente en cancer de nifos.
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Cuadro 9. Caracteristicas principales de Daoy, HeLa y SW-480.

Caracteristicas | Daoy (ATCC® HTB-186™) HeLa (ATCC® CCL-2™) SW-480 [SW-480]

Generales (ATCC® CCL-228™)
Organismo Homo sapiens, humano Homo sapiens, humano Homo sapiens, humano
Tejido Cerebro/Cerebelo Cervix Colon

Tipo de célula

Células embrionarias
derivadas de cerebro/cerebelo

Células epiteliales

Células epiteliales

Morfologia Poligonal Epitelial Epitelial

Propiedades del Adherente Adherente Adherente

cultivo

Nivel de 1 2 1

Bioseguridad

Enfermedad Meduloblastoma Desmoplasico | Adenocarcinoma Enfermedad de Dukes tipo B,
Cerebeloso Adenocarcionoma Colorectal

Edad 4 afios 31 afios adulto 50 afios

Género Masculino Femenino Masculino

Etnicidad Caucasica Afroamericana Caucasica

Aplicaciones Esta linea celular es un Esta linea celular es un Esta linea celular es un

anfitrion de transfeccién
adecuada

anfitrion de transfeccién
adecuada.

Esta linea se puede utilizar
para la deteccion de cepas de
Escherichia coli con potencial
invasivo.

anfitrién de transfeccion
adecuada.

Esta linea tiene una mutacion
en el codon 12 del proto-
oncogén ras y puede usarse
como un control positivo para
ensayos de mutacion de PCR
en este codén.

Almacenamiento

Fase de vapor del nitrdgeno

Fase de vapor del nitrdgeno

Fase de vapor del nitrdgeno

liquido liquido liquido
Caracteristicas de | Linea celular humana 100 % de aneuploidia. La linea madre es
origen hipertetraploide. Su edad clinica es de 31 afios hipotriploide.

La linea celular Daoy fue
establecida en 1985 por P.F.
Jacobsen del Royal Perth
Hospital en Australia
Occidental.

mujer afroamericana.

SW-480 se establecié a partir
de una adenocarcinoma
primario del colon.

Vista al
microscopio

Método de cultivo

Completo crecimiento en
medio EMEN suplementado
con Suero Bovino Fetal al 10%

Completo crecimiento en
medio EMEN suplementado
con Suero Bovino Fetal al 10%

Completo crecimiento en
medio L-15 suplementado con
Suero Bovino Fetal al 10 %, en
una atmdsfera de aire libre de
gas.

Proporcién de
Subcultivos

Se recomienda una proporcion
de subcultivo de 1:4 a 1:6.

Se recomienda una proporcion
de subcultivo de 1:2 a 1:6.

Se recomienda una proporcion
de subcultivo de 1:2 a 1:8.

Renovacion de
medio

2 a 3 veces por semana

2 a 3 veces por semana

1 a 2 veces por semana

Criopreservacion

Medio congelado: Completo
crecimiento del medio
suplementado con DMSO al 5
%  (v/v). Temperatura de
almacenamiento: fase de vapor
del nitrégeno liquido.

Medio congelado: Completo
crecimiento del medio
suplementado con DMSO al 5
%  (viv). Temperatura de
almacenamiento: fase de vapor
del nitrégeno liquido.

Medio congelado: Completo
crecimiento del medio
suplementado con DMSO al 5
%  (v/v). Temperatura de
almacenamiento: fase de vapor
del nitrégeno liquido.

Condiciones de
cultivo

Atmésfera: aire, 95 %; Dioxido
de Carbono (CO2), 5 %.
Temperatura: 37°C.

Atmésfera: aire, 95 %; Didxido
de Carbono (CO2), 5 %.
Temperatura: 37°C.

Atmoésfera: aire, 100 %.

Temperatura: 37°C.

Tiempo de
duplicacion de la
poblacién

34 horas.

24 hrs.
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Xl ABREVIATURAS

AACC
AAFC
AAPH
ADN
ANOVA
AOAC
AUC
bs
DCFH
DMEM
DS

EC
EDTA
ELISA
EMEM
ENSANUT
ET
FAO

FL
FRA
FRAC
FRAP
FRP
FRPC
FRPP
IC50
INEGI
OMS
ORAC
MeOH
MS
PBS
pH
PM
ROO
SPSS
TUNEL
XTT

Asociacion Americana de Quimica Clinica
Agricultura y Agroalimentacion de Canada
2,2-Azobis (2 amidinopropane) diphydrochoride
Acido desoxirribonucleico

Analisis de varianza

Asociacion de quimico analitico oficial

Area bajo la curva

Base seca

Diclorofluoresceina

Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco's
Densidades o6pticas

Extracto Crudo

Acido etilendiaminotetraacético

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
Medio esencial minimo de Eagle

Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
Equivalente de Trolox

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura

Flouresceina

Fraccion rica de antocianinas

Fraccion Rica de Antocianinas Crudas

Fraccion Rica de Antocianinas Procesadas
Fraccion rica de polifenoles

Fraccion Rica de Polifenoles Crudos

Fraccion Rica de Polifenoles Procesados
Concentracion inhibitoria al 50 %

Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informacion
Organizacion mundial de la salud

Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno
Metanol acidificado

Espectrometria de masas

Solucion reguladora de fosfatos

Potencial hidrogeno

Peso molecular

Radicloro peroxilo

Programa estadistico version 22

Marcado final de corte dUTP de terminal deoxinucleotidil transferasa
Sal de tetrazolio
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