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I RESUMEN

Se ha investigado que maices (Zea mays L.) criollos pigmentados mexicanos contienen
diversos tipos de compuestos bioactivos incluyendo &cidos fenolicos, antocianinas, carotenoides
entre otros. Estas sustancias fitoquimicas que poseen actividad biolégica relacionada con
efectos antioxidantes, antiinflamatorios y anticancerigenas han recibido mayor atencién desde
una perspectiva nutraceutica. En la presente investigacion se discute la actividad
quimiopreventiva de sustancias fitoquimicas contenidas en tortillas procesadas a través de
nixtamalizacion y extrusion por coccion alcalina a partir de granos de maiz criollo azul (A-512) y
blanco comercial (B-111), originarios del estado de Sinaloa. La hipdtesis planteada consistio que
compuestos bioactivos presentes en tortillas nixtamalizadas (TN) y extrudidas (TE) logran
aportaciones beneficiosas para la salud en prevencion de cancer de colon. Para la primera parte
de este estudio, se evalué el perfil fitoquimico (compuestos fendlicos totales, acidos fendlicos,
antocianinas) y propiedades nutracéuticas (actividad antioxidante quimica y celular). Ambos
procesos empleados para la produccion de tortillas promovieron decrementos en fenolicos
totales, acidos fendlicos, antocianinas, actividad antioxidante quimica (AOX) y celular (AAC). TE
alcanzaron porcentajes de retencion entre 79,6-83,5%, 74,1-77,6% y 79,8-80,5% de valores de
fendlicos totales, ABTS y ORAC respectivamente, en comparacion con 47,8-49,8%, 41,3-42,3%
y 43,7-44,4% observados en TN. Aproximadamente 72,5-88,2% de &cido ferulico en granos sin
procesar y sus correspondientes tortillas se encuentran presente en forma ligada. Sin embargo,
porcentajes retenidos en TN y TE de AAC vari6 entre 47.4-487% vy 72.8-77.5%,
respectivamente, con respecto a los granos sin procesar. Para la segunda parte del estudio se
examind la actividad antiproliferativa en células de cancer de colon humano HT-29 y NIH-3T3.
Tratamientos en células HT-29 con dosis 20, 35 y 50 mg/mL de extractos de fitoquimicos ligados
de maiz azul criollo, TN y TE exhibieron efecto citotoxico mayor. Los valores de Clso de 29.3,
34.6 y 33.1 mg/mL se observaron para maiz crudo, TN y TE, respectivamente. Sin embargo,
dichos extractos en células NIH-3T3 exhibieron efecto citotoxico menor. Ademas, incremento en
la dosis de los mismos extractos de maiz azul (A-512) y TN y TE percibimos induccién de
apoptosis. Estos resultados revelan que tortillas elaboradas por la tecnologia de coccion alcalina
por extrusion permite una mayor retencion de niveles de fitoquimicos, particularmente acido
ferulico y antioxidantes. Asimismo, fitoquimicos ligados de maiz criollo azul y TE exhibieron
mejor efecto citotoxico en células HT-29, razon para ser un alimento quimiopreventivo cuando

sea consumido.



ABSTRACT

It has been investigated that Mexican pigmented maize (Zea mays L.) contain various
types of bioactive compounds including phenolic acids, anthocyanins, carotenoids and others.
These phytochemicals that have biological activity related to antioxidant, anti-inflammatory and
anticancer effects have received greater attention from a nutraceutical perspective. The present
investigation discusses the chemopreventive activity of phytochemical substances contained in
tortillas processed through nixtamalization and extrusion cooking from blue (A-512) and
commercial white (B-111), originating in the state of Sinaloa. The proposed hypothesis consented
that bioactive compounds present in nixtamalized (TN) and extruded (ET) tortillas achieve
beneficial contributions to health in the prevention of colon cancer. For the first part of this study,
the phytochemical profile (total phenolic compounds, phenolic acids, anthocyanins) and
nutraceutical properties (chemical and cellular antioxidant activity) were evaluated. Both
processes used for the production of tortillas promoted decreases in total phenolics, phenolic
acids, anthocyanins, chemical antioxidant activity (AOX) and cellular (CAA). TE reached retention
rates between 79.6-83.5%, 74.1-77.6% and 79.8-80.5% of total phenolic compounds, ABTS and
ORAC respectively, as compared to 47.8- 49.8%, 41.3-42.3% and 43.7-44.4% observed in TN.
Approximately 72.5-88.2% of ferulic acid in raw kernels and their corresponding tortillas are
present in bound form. However, percentages retained in TN and TE of CAA varied between
47.4-48.7% and 72.8-77.5%, respectively, with respect to raw kernels. For the second part of the
study antiproliferative activity was examined in human colon cancer cells HT-29 and NIH-3T3.
Treatments in HT-29 cells at doses 20, 35 and 50 mg / mL of bound phytochemical extracts from
criole blue maize, TN and TE showed greater cytotoxic effect. The ICso values of 29.3, 34.6 and
33.1 mg / mL were observed for raw corn, TN and TE, respectively. However, such extracts in
NIH-3T3 cells exhibited minor cytotoxic effect. In addition, increase in the doses of the same
extracts of blue maize (A-512) and TN and TE we perceive induction of apoptosis. These results
reveal that tortillas made by the extrusion alkaline cooking technology allow a greater retention of
phytochemical levels, particularly ferulic acid and antioxidants. Also, phytochemicals of blue
maize and TE exhibited better cytotoxic effect in HT-29 cells, reason to be a chemopreventive

food when consumed.



I INTRODUCCION

México es considerado como centro de origen y domesticacion de maiz (Zea mays L.),
conserva la mayor diversidad de recursos genéticos de maiz a nivel mundial, con alrededor de
59 razas de maiz identificadas (Sanchez y col 2000). Hay varios genotipos pigmentados
(amarillos, rojos, azules, morados, entre otros). En el estado de Sinaloa, mas de 300 accesiones
de maiz han sido identificadas y clasificadas en 13 razas de maiz, siendo Tabloncillo y Elotero de
Sinaloa razas nativas distintivas de esta region del noroeste, las cuales se definen como material
que ha sido cultivado durante cientos de afios bajo las mismas condiciones de cultivo agricola
(Pineda-Hidalgo y col 2013).

El maiz nativo pigmentado ha ganado prominencia debido a sus diversos beneficios para
la salud en la reduccién del riesgo de diversas enfermedades, como las enfermedades
cardiovasculares, obesidad, diabetes tipo 2 y cancer, las cuales estan intimamente relacionados
con su amplia gama de fitoquimicos (Tsuda y col 2003, Tsuda 2012, Urias-Lugo y col 2015;
Reynoso-Camacho y col 2015); Estos compuestos bioactivos son principalmente &cidos
fendlicos, antocianinas y carotenoides, entre otros (Lopez-Martinez y col 2009; Acosta-Estrada y
col 2014) los cuales podrian desempefiar un papel de antioxidante natural y ser capaces de
funcionar para evitar o retrasar la oxidacion a neutralizar radicales libres, asi como otros
mecanismos tales como propiedades antiinflamatorias, inhibicion de enzimas oxidativas e
inducciéon de enzimas de desintoxicacion (Fardet y col 2008; Lépez-Martinez y col 2011;
Mendoza-Diaz y col 2012).

La tortilla es la principal forma de consumo del maiz, y constituye el alimento basico
diario en México y Centroamérica. Recientes estudios relacionados con los maices criollos
pigmentados han confirmado que presentan caracteristicas adecuadas para la industria de la
masa Y la tortilla (Jiménez-Pérez y col 2015). Aunado a esto, la tortilla elaborada a partir de maiz
pigmentado cuenta con actividades biologicas relacionadas con la prevencion del estrés
oxidativo, actividad antimutagénica y reduccién de la carcinogénesis de colon, debido al
contenido alto de fitoquimicos bioactivos (Mendoza-Diaz y col 2012; Gutiérrez-Uribe y col 2014;
Reynoso-Camacho y col 2015; Bello-Pérez y col 2015; Mora-Rochin y col 2016).

Las tortillas se elaboran primordialmente por el proceso de coccion alcalina, llamado
nixtamalizacion. El término nixtamalizacion se refiere al proceso de coccion alcalina del maiz
para la elaboracién de alimentos, como las tortillas y aperitivos (patatas fritas de maiz, tortillas

chips, y tacos) (Serna-Saldivar y col 1990). Aunque este proceso mejora en gran medida las
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propiedades fisicoquimicas y estructurales, asi como el valor nutricional de la tortilla, también
afecta la concentracién de fitoquimicos y actividad antioxidante (Mendoza-Diaz y col 2012;
Gutiérrez-Uribe y col 2014; Bello-Pérez y col 2015). La coccién alcalina por extrusion es un
proceso alternativo para la elaboracién de masa apta para tortillas, con caracteristicas similares
a las contrapartes producidas utilizando procesos tradicionales (Milan-Carrillo y col 2006). Los
productos de maiz obtenidos por coccion alcalina por extrusion, son considerados alimentos
integrales, debido a que retienen todas las partes anatomicas del grano, preservando de esta
forma los nutrimentos y fitoquimicos asociados a ellas (Aguayo-Rojas y col 2012; Serna-Saldivar
y col 2013). Ciertos estudios han mostrado que la coccion alcalina por extrusion coadyuva a
preservar valores de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de tortillas elaboradas de
maices criollos pigmentados en mayor medida que la nixtamalizacion tradicional (Mora-Rochin y
col 2010; Aguayo-Rojas y col 2012; Alam y col 2014; Sanchez-Madrigal y col 2014).

Varios estudios sobre actividad antioxidante en el maiz pigmentado y sus productos
derivados se han centrado principalmente en los ensayos de actividad antioxidante quimica (De
la Parra y col 2007, Mora-Rochin y col 2010; Aguayo-Rojas y col 2012). Sin embargo, estos
meétodos quimicos son excelentes para medir la actividad antioxidante en sistemas simples. No
son capaces de predecir la actividad antioxidante en sistemas bioldgicos mas complejos. Para
este proposito, el ensayo de AAC es un método mas adecuado que el quimico, porque
proporciona una evaluacion bioldgica de la actividad antioxidante. De hecho, la AAC determina la
complejidad en los sistemas bioldgicos y algunos aspectos como, la captacidn, el metabolismo y
la localizacion de los compuestos antioxidantes dentro de las células (Wolfe y Liu 2007; Lopez-
Alarcon y Denicola 2013).

Por otro lado, la gran diversidad de sustancias fitoquimicas en granos integrales tienen la
capacidad de neutralizar a los radicales libres, previniendo de esta forma el dafio celular y por
consecuencia el desarrollo de diversos tipos de cancer (Liu y Finley 2005; Reynoso-Camacho y
col 2015). A diferencia de las frutas y vegetales, los fitoquimicos bioactivos en granos enteros
estan presentes tanto en forma libre, soluble conjugada, asi como ligados a componentes de la
pared celular del grano (Adom y Liu 2002). Diversas investigaciones han demostrado que los
fitoquimicos ligados contenidos en la capa externa del grano, logran sobrevivir al tracto
gastrointestinal llegando al colon, y gracias a que contienen los mas altos niveles de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante logran tener un efecto quimiopreventivo sobre todo contra el

cancer de colon (Aguayo-Rojas y col 2012; Jiménez-Nevarez 2015).



Recientemente, estudios han reportado en granos de trigo pigmentado, cebada, arroz y
semillas de lino diversos contenidos de AAC (Liu y col 2015; Zhu y col 2015). Asimismo, algunos
trabajos han demostrado el efecto antiproliferativo en células de cancer de colon humano de
compuestos fitoquimicos provenientes de granos de cereales enteros (Ferguson y col 2005;
Janicke y col 2011; Whent y col 2012). Sin embargo, no existe evidencia cientifica sobre AAC y
actividad anticancerigena en células de cancer de colon humano de maices pigmentados y sus
productos derivados. Ademas, los estudios sobre efecto del procesamiento de coccion-alcalina
(nixtamalizacion) y extrusion por coccion alcalina sobre los fitoquimicos y antioxidantes de los

productos de maiz son escasos.



Il REVISION DE LA LITERATURA
A CANCER DE COLON
1 Generalidades

El cancer, es considerado como una de las enfermedades mas mortales y es
caracterizado por el crecimiento incontrolado de células anormales (Pérez-Herrero y Fernandez-
Medarde 2015). Es una enfermedad genética causada por factores internos como mutaciones
hereditarias, hormonas y condiciones inmunes; y factores ambientales / adquiridos (tales como
tabaco, dieta, radiacion y organismos infecciosos). Estos factores modulan genes como proto-
oncogenes, genes supresores de tumores y genes de reparacion del ADN a través de
intermediarios celulares (Sadikovic y col 2008). Los intermediarios celulares son relativamente
inestables pero influyen en las vias de sefalizacion celular, que son mediadas principalmente a
través de los siguientes factores de transcripcion: factor-K B (NF-k B), transductor de sefial y
activador de la transcripcion (STAT) -3, factor inducible por hipoxia (HIF) -1 \ alpha, quinasas,
diversos factores de crecimiento, citoquinas y otras proteinas (Fig 1).

El cancer colorrectal (CCR) 6 cancer de colon es un proceso multifactorial influenciado
por factores genéticos, epigenéticos y ambientales. EI CCR puede ser hereditario, causado por
enfermedades inflamatorias del intestino o esporadico. En CCR hereditario, las mutaciones
genéticas heredadas se manifiestan en genes, tales como genes supresores de tumores, genes
asociados con la reparacion del ADN u otros genes. Estas producen un critico desajuste con
padecimientos como la poliposis adenomatosa polipoidea (FAP) y cancer de colon hereditario no
polipoideo (HNPCC). La segunda causa es la enfermedad intestinal inflamatoria cronica, debida
a la alta carga de estrés oxidativo presente en la mucosa intestinal. La tercera, la causa
esporadica, y la mas frecuente en este padecimiento, se debe a mutaciones genéticas somaticas
(normalmente en los mismos genes que los citados para el CCR hereditario) que se producen
como parte de la vida celular normal o debido a la exposicion a factores ambientales tales como
carcindgenos de la dieta (Young y col 2005).

Evidentemente la via de carcinogénesis colorrectal no es una sola y probablemente
existan varios caminos para el inicio, desarrollo y progresién de un tumor colorrectal. Los
avances de la biologia molecular y en concreto, el estudio de las neoplasias hereditarias ha
permitido establecer actualmente, dos vias moleculares bastante bien establecidas por las que

se produce la oncogénesis colorrectal (Grife 1998):
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Fig 1. Esquema de los principales genes y vias de sefalizacion que dirigen la progresion del
cancer colorrectal. Las flechas rojas sefialan genes supresores de tumores que han de
inactivarse para que el tumor continte su desarrollo y las verdes indican vias, situaciones y
oncogenes activados durante dicho proceso.

Markowitz y Bertagnolli (2009)



1) La via supresora de tumores o via clasica, esta caracterizada por las alteraciones en
el balance cromosomico (inestabilidad cromosémica), que se manifiesta en el desarrollo de
tumores con alto grado de aneuploidia. Estos tumores presentan pérdidas de heterozigosidad
frecuentes en multiples loci, asi como mutaciones que activan a oncogenes e inactivan o
bloguean a genes supresores tumorales, encontrandose mutados con mayor frecuencia los
oncogenes K-ras, asi como los genes supresores tumorales APC (gen de la poliposis
adenomatosa coli) y pd3, genes guardianes de la proliferacion celular en el epitelio del colon. El
85% de los tumores colorrectales esporadicos, al igual que la poliposis adenomatosa familiar,
surgen como consecuencia de la acumulacién de alteraciones en las células de la mucosa
colica, afectando principalmente genes clave del ciclo celular (por ejemplo: APC, K-RAS 'y TP53).

2) La via mutadora, caracterizada por la alteracion de uno o mas genes reparadores del
DNA (MMR), y otras mutaciones secundarias que afectan a genes involucrados en las vias de
sefalizacion del crecimiento (por ejemplo: TGFBRII'y IGFRII), y de la apoptosis (por ejemplo:
BAX). Las células con deficiencias en los genes MMR pierden la capacidad de reparar
debidamente los errores que ocurren espontaneamente durante el proceso de replicacion del
ADN, y por ello acumulan mutaciones que afectan sobretodo a las secuencias microsatélites.

Debido a su importancia en la prevencidn de este tipo de cancer, numerosos equipos de
investigacion se han centrado en identificar los factores ambientales implicados en su iniciacién,
promocion y progresion (Derry y col 2013a).

2 Epidemiologia

Es alarmante el numero de casos y muertes por cancer a nivel mundial. La Agencia
Internacional para la investigacion sobre el Cancer GLOBOCAN, estim6 que alrededor de 14
millones de nuevos casos de cancer fueron diagnosticados en todo el mundo en 2012 y
aproximadamente 8 millones de muertes ocurrieron por cancer.

El cancer es un importante problema de salud publica en los Estados Unidos y en
muchas otras partes del mundo. Informes recientes indican que 1 de cada 3 mujeres y 1 de cada
2 hombres en los Estados Unidos desarrollaran cancer durante su vida. Es la segunda causa de
muerte en los Estados Unidos, y se espera que supere las enfermedades del corazon en pocos
afios. La American Cancer Society (ACS) estim6 que 1, 685,210 nuevos casos de cancer seran
diagnosticados y 595,690 individuos murieron de cancer en 2016 en los Estados Unidos (Siegel
y col 2016). De acuerdo al Reporte  Mundial de Céncer (2014;

http://lwww.who.int/mediacentre/factsheets/)Fs297 / es /), mas del 60% de los nuevos casos de
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cancer del mundo ocurren en Africa, Asia y América Central y del Sur; el 70% de las muertes por
cancer también ocurren en estas regiones. En 2010, los gastos en los Estados Unidos para el
cuidado del cancer fueron alrededor de $125 mil millones de dolares, y este costo podria
alcanzar los $156 mil millones de délares en 2020.

En los hombres los canceres mas frecuentes son: pulmén, higado, estémago, colon y
prostata; mientras que en las mujeres los mas comunes son: mama, pulmén, colon,
cervicouterino y estomago. El cancer de colon, con 1.4 millones de nuevos casos registrados en
todo el mundo, es el tercer tipo mas frecuente de cancer (19.4% del total), solo superado por el
cancer de pulmén (1.8 millones de casos) y de mama (1.7 millones de casos). En México, es el
cuarto cancer mas frecuente, y de acuerdo con el INEGI en el 2010 se reportaron 74 685
muertes por cancer, de los cuales 4 033 muertes fueron a causa de cancer de colon.

3 Causas
a Estrés oxidativo

En las dltimas décadas, ha aumentado el interés por las especies reactivas de oxigeno-
nitrogeno (RONS) debido a su importancia en la fisiologia celular y tisular normal (Valko y col
2007). Asimismo, estas sustancias estan relacionadas con el desarrollo de un amplio numero de
patologias  degenerativas, incluyendo enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, inflamacion crénica y varios tipos de cancer (Koutsilieri y col 2002; Closa y
Folch-Puy 2004; Valko y col 2006). El estrés oxidativo se define tipicamente como un
desequilibrio entre la produccion de ROS y la (s) respuesta (s) celular (es) para contrarrestar sus
acciones (Fig 2). Originalmente son consideradas un simple subproducto de la respiracion
mitocondrial y otras vias metabdlicas, es ahora bien entendido que ROS pueden ser generadas
por varias fuentes endogenas celulares de una manera regulada. Entre estas las NADPH
oxidasas (NOXes), una familia de complejos enzimaticos (NOX1-5 y DUOX1 / 2) que generan
ROS (O2- y / 0 H202) como su principal producto de la actividad enzimatica (Lambeth 2004;
Lambeth y Neish 2014), lo que implica la importancia bioldgica de ROS. Durante la ultima
década, se ha reportado una extensa investigacién sobre ROS en una variedad de vias de
sefalizacion implicados en la proliferacién, migracién y diferenciacién celular (Janssen-Heininger
y col 2008; Holmstrom y Finkel 2014; Reczek y Chandel 2015) y la alteracién de la produccién de
ROS o el metabolismo se han demostrado en una variedad de patologias humanas, tales como
el envejecimiento (Chandrasekaran y col 2016), la diabetes (Fakhruddin y col 2017), la

aterosclerosis (Forstermann y col 2017), y el cancer (Landry y Cotter 2014; Prasad y col 2017).
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Fig 2. Importancia de la homeostasis redox para la funcién celular. La produccién celular de

especies reactivas de oxigeno (ROS) de varias fuentes estd controlada por varias redes

antioxidantes. La produccion de ROS desregulada o los sistemas antioxidantes pueden alterar la

homeostasis redox celular y contribuir a la patologia.

Little y col (2017)
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De hecho, las células cancerosas se caracterizan tipicamente por elevadas cantidades de ROS,
y varias lineas de evidencia indican su capacidad para contribuir a la progresion del cancer
(Landry y Cotter 2014; DeBerardinis y Chandel 2016).

La contribucion de ROS en el cancer es claramente muy compleja, y probablemente
ocurre en varios niveles. Por ejemplo, ROS puede contribuir a la inestabilidad genomica
induciendo dafio oxidativo directo al ADN (Landry y Cotter 2014) o mediante la promocién de la
peroxidacion de lipidos para generar subproductos mutagénicos como malondialdehido o 4-
hidroxinonenal, que puede formar aductos en el ADN (Block y Gorin 2012; Landry y Cotter 2014)
(Fig 3A, B). Ademas, ROS tienen la capacidad de activar o inactivar vias de sefalizacion celular
que controlan la proliferacion, migracion, diferenciacidn o la supervivencia, mediante la induccion
especifica de reacciones de oxido-reducciéon (redox) mediada por modificaciones post-
translacional en objetivos sensibles a redox tales como proteinas quinasas o fosfatasas (Block y
Gorin 2012; Roy y col 2015) (Fig 3C).

ROS se producen en todos los organismos aerobios. Como ya se menciono, en niveles
bajos, ROS muestran efectos beneficos, mientras que una acumulacion excesiva de ROS
pueden causar diversos trastornos, incluyendo diferentes tipos de carcinogénesis en diversos
érganos humanos (Acharya y col 2010) (Fig 4).

b Inflamacioén crénica

Datos experimentales consistentes sugieren la importancia del estrés oxidativo asociado
a la inflamacién en la patogénesis del cancer colorrectal (CCR). La enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell), con inflamacién intestinal crénica, se considera ahora una condicion pre
cancerosa. El estrés oxidativo es una caracteristica esencial de la inflamacién. La activacién de
los sensores redox, las sefiales de células pro-inflamatorias y los mediadores inflamatorios
coinciden en establecer un entorno pro-tumoral (Rossin y col 2017).

La inflamacién cronica contribuye a la patogénesis de la mayoria de las principales
enfermedades de paises occidentales. Su influencia en el desarrollo y progresién de diferentes
tipos de cancer ha sido ampliamente aceptada, especialmente en aquellos tejidos que son
facimente expuestos a lesiones por agentes ambientales tales como la mucosa intestinal
(Gunter y Leitzmann 2006). La opinion de que el cancer de colon es una consecuencia de
secuencias de genes mutados (APC / via B-catenina, ras / raf, pd3), y modificaciones
epigenéticas ha sido ampliamente aceptada (Pancione y col 2012). De todos los CCR, el 5-6%

es de tipo hereditario, del 20-25% tiene una historia familiar positiva o predisposicion genética,
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peroxidacion lipidica, que puede conducir a la inestabilidad gendmica y dar lugar a la iniciacidn
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Little y col (2017)
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mientras que la mayoria de los casos ocurren esporadicamente como resultado de mutaciones
somaticas en respuesta a factores ambientales (Migliore y col 2011).

Un gran numero de factores ambientales estan estrictamente involucrados en la
induccién de la inflamacién, que a su vez, es reconocida como una fuerza motriz en la iniciacion,
promocién y progresion del CCR. Es, de hecho, un evento clave en la induccién de la
inestabilidad genética del cancer (Terzi¢ y col 2010). La colitis asociada al cancer (CAC) es un
subtipo de cancer colorrectal, que es asociada con la enfermedad inflamatoria del instestino (Ell).
Se ha comprobado que esta asociacion es responsable de las muertes en hasta un 15% de los
pacientes con Ell (Averboukh y col 2011). Los pacientes con Ell muestran una hiperreactividad
de la mucosa frente a un huésped en la flora con respuestas inmunes e inflamatorias. Esto
puede ser causado por funciones alteradas de los receptores de reconocimiento de patégenos
que conducen al defecto de la barrera de la mucosa con la correspondiente induccion no
controlada de las sefiales proliferativas y de la supervivencia de células a la transformacion
neoplasica (Fukata y Arditi 2013; Jurjus y col 2016). El aumento del riesgo en el desarrollo de
CAC en la Ell depende de la persistencia de la inflamacion, vinculada a una colitis de larga
duracion y a la extension de la inflamacién de la mucosa col6nica (Fornaro y col 2016). El sello
distintivo de la Ell es la infiltracion masiva en la lamina de células inmunes, que generan muchas
citoquinas inflamatorias incluidas IL-1B, IL-6 y TNFa, que desempefian un papel crucial en la
carcinogénesis colorrectal (Guina y col 2015).

Las sefiales celulares involucradas en la inflamacién y en el cancer de colon se unen por
la induccion del factor nuclear kB (NF-kB), que se activa con frecuencia en el proceso de
carcinogénesis (Mohd-Suzairi y col 2013; Sakamoto y col 2009). La activacion de NF-kB
representa el evento de limitacion de velocidad que coincide con la induccion, la supervivencia y
la inhibicion de la apoptosis en células displasicas convirtiéndose un fenotipo tumoral. La
activaciéon cronica de NF-kB en el tejido intestinal se ha asociado con el estrés oxidativo.
Aumentado los niveles de H2O; se contrarresta la actividad de la tiorredoxina1, una pequefa
proteina antioxidante que puede inhibir la activacion de NF-kB interactuando con el inhibidor
IkBa y de este modo se puede prevenir su fosforilacion por IkB quinasa (IKK); O2-. La
produccion, y consecuentemente la activacién de NF-kB, ha sido también atribuido a la induccion
mediada por TNFa de la enzima NADPH oxidasa, que participa activamente en la funcion

fagocitica (Jeong y col 2009).
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La actividad de NF-kB esta regulada por factores de transcripcién, en particular el
transductor de sefial y el activador de la transcripcion (STAT) 3, cuya actividad se ha asociado
fuertemente a la oncogénesis (Dmitrieva y col 2016). NF-k B, IL-6 y STAT3 se ha demostrado
que representan el eje de sefalizacion que puede regular la proliferacién y la supervivencia del
tumor intestinal que inicia en las células epiteliales (Grivennikov y col 2009). La activacién
persistente de STAT3 en el tejido coldnico implica la produccion de citoquinas tales como IL-22,
IL-6 y TNFa que permiten la progresion hacia CCR (Yu y col 2013). NF-kB y STAT3 han
demostrado mejorar la transcripcion de B-catenina, cuya hiperactivacion esta presente en la
mayoria de los CCR esporadicos y familiares (Grivennikov y Cominelli 2016). La orientacién de la
ruta de sefalizacion de NF-kB utilizada por antioxidantes como los polifenoles, ha sido
considerada como un enfoque emergente para prevenir el desarrollo de CCR (Derry y col 2013b;
Raina y col 2013).

El descubrimiento de reactivo-redox Factor nuclear-Erythroid 2 (NRF2) ha sido muy
interesante. Este factor de transcripcion juega un papel clave en el mantenimiento del equilibrio
redox en la mucosa, siendo activado por el aumento de las condiciones de las células oxidativas
a transcribir varios genes que codifican las enzimas antioxidantes (Geismann y col 2014). Se ha
sugerido que NRF2 causa la proteccion contra la inflamacion asociada al CCR en la colitis en un
modelo animal (Khor y col 2008). Sin embargo, NRF2 juega un papel contradictorio en el proceso
de carcinogénesis dependiendo de las diferentes fases del cancer. Suprime el desarrollo del
tumor en las etapas mas tempranas, pero su exceso de expresion se ha encontrado en etapas
posteriores de malignidad, durante el cual las células cancerosas ya transformadas necesitan
mantener antioxidante intracelular induciendo resistencia celular contra las terapias contra el
cancer (Geismann y col 2014). En la Fig 5 se ilustran los principales eventos implicados en la
induccion del dafio de la barrera de la mucosa intestinal durante las reacciones inflamatorias que
pueden conducir al crecimiento tumoral.

4 Apoptosis

La apoptosis 0 muerte celular programada, es un proceso fisiolégico de muerte celular
por el cual las células mueren de una forma controlada en respuesta a diversos estimulos. Se
trata de un proceso fisiolégico 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 radiaciones
ionizantes 0 agentes quimioterapicos. Los 2 principales vias que inician la apoptosis son la via

extrinseca, mediada por receptores de muerte CD95/Fas/Apo1, de la familia de receptores de
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Fig 5. El defecto de la barrera mucosa con respuesta inflamatoria alterada induce células
epiteliales intestinales a sefiales proliferativas y de supervivencia no controladas. El exceso de
reacciones inflamatorias y la alteracién de la funcion de la capa mucosa, a menudo presentes en
la Ell, pueden conducir a aumentar la produccién de H202, O..-, HO., HOCI y mediadores
inflamatorios por células inflamatorias, favoreciendo asi la carcinogénesis del colon. Todos estos
eventos dan como resultado la induccion de la supervivencia y la inhibicion de la apoptosis en
células displasicas que se convierten en un fenotipo tumoral. M: Macréfago; Th: linfocitos T
auxiliares; MMPs: metaloproteinasas de matriz; NIEC: Célula Epitelial Intestinal Normal; NC:
Célula necrotica; AC: Célula Apoptoética; TJs: Juntas estrechas.
Rossin y col (2017)
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muerte de factor de necrosis tumoral (TNF) (Young y col 2005). Cuando el Fas-L (ligando) se
une al receptor de muerte Fas, atraviesan la membrana de la célula y se unen a una proteina
adaptadora (FADD) que a continuacién activa la caspasa 8. La segunda, es la via intrinseca,
mediada por la mitocondria. En las mitocondrias, la propagacion de la sefial de apoptosis esta
regulada por proteinas tales como Bcl-2 miembros de la familia (Bcl-2, Bcl-xL y Bcl-w) que
ejercen efectos anti-apoptoticos, y Bid, Bad, Bak, Bax y Bim, que ejercen efectos pro-apoptoticos
(Reuter y col 2008). Estas regulan la liberacion del citocromo C, una vez en el citosol el
citocromo C se une a una proteina de unién Apaf-1, juntos activan la caspasa 9 en un complejo
llamado apoptosoma. Tanto la caspasa 8 como la 9 activan la cascada de caspasas
relacionadas con el proceso apoptotico para finalmente activar la caspasa-efectora-3
responsable de la fragmentacion del ADN y por consiguiente, la muerte celular. Una tercera via,
es la del "estrés del reticulo endoplasmico”, que se ha descrito recientemente (Reuter y col 2008)
(Fig 6). La activacion de las caspasas es fundamental para el proceso de muerte celular por
apoptosis. Existen tres tipos de caspasas: caspasas inflamatorias, participan en procesos de
activacién de citoquinas (caspasas-1, -4, -5 y -14), caspasas iniciadoras, son activadas en
respuesta a sefiales de estrés o dafio celular o cuando la célula recibe una sefial de que debe
morir (caspasas-8, -9,-10 y -12) y las caspasas efectoras o ejecutoras, son proteolizadas y
activadas por las caspasas iniciadoras. Son responsables de la proteodlisis directa de otros
sustratos que produciran el cambio morfologico de la célula. La principal caspasa efectora es la
caspasa-3, aunque también ejercen funciones ejecutoras las caspasas-6 y —7. La caspasa-3 es
responsable de la condensacion de la cromatina, la fragmentacion del ADN vy la formacion de los
cuerpos apoptéticos mediante la activacion y protedlisis de otros sustratos.

Durante el proceso de apoptosis la morfologia de la célula sufre una serie de cambios: la
cromatina se condensa en la periferia nuclear, los nucléolos se desintegran y se reduce el
tamafio del nucleo. El volumen celular total se reduce, la célula se encoge y se hace mas densa,
los organulos citoplasmaticos se condensan y el reticulo endoplasmatico se dilata, pero las
mitocondrias se mantienen morfologicamente normales. A continuacion se produce la
fragmentacidn del nucleo y del citoplasma en pequefios corpusculos rodeados de membrana que
reciben el nombre de cuerpos apoptéticos y que seran fagocitados por macréfagos o células
vecinas.

La desregulacion de la apoptosis bien sea por exceso o por defecto puede ser causa de

diversas patologias. Este proceso es un mecanismo protector contra el cancer, mediante la
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eliminacién de células con dafio genético en células del epitelio antes de que se sometan a una
expansion clonal. Por lo tanto, la resistencia a la apoptosis es un sello distintivo del cancer
(Johnson 2002). Se han descrito dos mecanismos para evadir la apoptosis principalmente. En el
primero de éstos, Bcl-2, que suprime la apoptosis, se sobreexpresa. El segundo mecanismo que
proporciona el cancer es, células con resistencia a la apoptosis es la supresion del receptor Fas.
Como con otro receptores, las mutaciones pueden ocurrir ya sea en el la unién del ligando de
dominio o en el dominio intracelular, interfiriendo con la activacion de la via de sefializacion de la
muerte.

5 Quimioprevencion

La cirugia es el principal procedimiento en los pacientes con CCR potencialmente
curable. Sin embargo, existen farmacos de primera linea utilizadas para el tratamiento adyuvante
en quimioterapia como el S-fluorouracilo y los derivados del platino como cisplatino,
carboplatino, oxiloplatino, ormaplatino y enloplatino (Goldberg y col 2004). Cisplatino o cis-
diaminodicloroplatino () (CDDP) es un farmaco quimioterapéutico muy utilizado. Es un
compuesto metalico (platino) con una geometria planar cuadrada (CISPLAT) (Cl2HsN2Pt) (Fig 7).
Es un polvo cristalino blanco o amarillo intenso a amarillo-naranja a temperatura ambiente. Es
ligeramente soluble en agua y soluble en dimetilprimanida y N,N-dimetilformamida. El cisplatino
es estable a temperaturas y presiones normales, pero puede transformarse lentamente con el
transcurso del tiempo hasta el isdmero trans (Akron 2009). El cisplatino tiene un peso molecular
de 301.1 gr/mol, una densidad de 3.74 gr/cm?3, un punto de fusién de 270°C y una solubilidad en
agua de 2.53 gr/l a 25°C.

El cisplatino se ha usado para el tratamiento de numerosos canceres humanos
incluyendo cancer de vejiga, colon, cabeza, cuello, pulmén, ovario, mama y testicular. Es eficaz
contra varios tipos de canceres, incluyendo carcinomas, tumores de células germinales, linfomas
y sarcomas. Su modo de accion se ha relacionado con su capacidad para entrecruzarse con las
bases de purina en el ADN; interfiriendo con los mecanismos de reparacion del ADN, causando
dafio al ADN y, posteriormente, induciendo la apoptosis en las células cancerosas (Fig 8) (Dasari
y Tchounwou 2015). En un estudio realizado por Pruefer y col (2008) se demostrd la muerte
celular inducida por CDDP en células SW480 de cancer de colon, promoviendo la via intrinseca
de la apoptosis. De acuerdo con ensayos de microscopia de fluorescencia y Western Blot este

agente antineoplasico provoco la liberacion del citocromo C mitocondrial y por consiguiente la
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activacion de la caspasa 3, siendo estos eventos indicadores de la activacién de la fase
intrinseca de la apoptosis.

Sin embargo, estos farmacos presentan numerosos efectos secundarios tales como
problemas renales graves, reacciones alérgicas, disminucion de la inmunidad a infecciones,
trastornos gastrointestinales, hemorragia y pérdida de audicion especialmente en pacientes mas
jovenes. Ademas, las terapias combinadas de cisplatino con otros farmacos han sido
consideradas para superar la resistencia a farmacos y reducir la toxicidad (Dasari y Tchounwou
2015).

a Nutracéuticos

En los ultimos afios a la comunidad cientifica le ha llamado mucho la atencidn la frase
"Deja que la comida sea tu medicina y la medicina sea tu comida" dicha por Hipdcrates. Los
nutracéuticos son cualquier alimento que contiene aditivos que tienen algunos beneficios
medicinales. Previenen la progresién del cancer mediante la regulacion de las vias de
transduccion de sefales que son vitales para el desarrollo de ésta enfermedad. Ademas de
modificar los factores del estilo de vida como método de prevencién primaria del cancer, otro
enfoque es la disminucién del progreso del cancer a través de la administracién de nutracéuticos
(Fig 9).

Recientemente, los nutracéuticos han ganado mucha atencion en el area de la
investigacion del cancer, debido a sus diversos efectos y comportamiento relativamente no toxico
(Nair y col 2010). Estos son compuestos bioactivos estructural y funcionalmente diversos e
incluyen numerosas sustancias tales como carotenoides, vitaminas, fibra dietética, probioticos,
prebidticos, acidos grasos y fendlicos (Fig 10) (Kalra 2003; Wang y col 2016a; Wang y col
2016b).

Los nutracéuticos varian considerablemente en sus estructuras quimicas, propiedades y
efectos bioldgicos (Bagchi y col 2015; Gupta 2016). Por ejemplo, los compuestos nutracéuticos
difieren en su masa molar, estructura, polaridad, carga y grupos funcionales, lo que influye en su
reactividad quimica, estado, caracteristica de solubilidad, destino y funciones bioldgicas
(McClements 2015). Algunos nutracéuticos estan naturalmente presentes en alimentos enteros,
tales como frutas, verduras y cereales, y por lo tanto, se consumen a menudo en esta forma. Por
otro lado, otros nutracéuticos se aislan de sus estados naturales y se convierten en aditivos que

se pueden incorporar en alimentos, suplementos dietéticos o productos farmacéuticos.
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Fig 9. Resumen de los factores que influencian la aparicion de cancer de colon. En color rojo,

factores genéticos y del estilo de vida que aumentan el riesgo de aparicidn de la enfermedad. En

verde, factores preventivos o que disminuyen dicho riesgo.

Redondo-Blanco (2014)
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Fig 10. llustracién esquematica de varios tipos de nutracéuticos utilizados en la prevencion y el

tratamiento del cancer. Los compuestos nutracéuticos actuan inhibiendo la proliferacion celular y

la diferenciacién de las células cancerosas.

Arora y Jaglan (2016)
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Evidencias cientificas demuestran que el consumo de alimentos ricos en nutracéuticos
puede disminuir el riesgo de ciertos tipos de enfermedades cronicas, incluyendo el cancer. Sin
embargo, si los consumidores van a beneficiarse consumiendo estos alimentos con compuestos
nutracéuticos es importante que tengan ciertas caracteristicas:

v" Los nutracéuticos deben estar inicialmente presentes en los alimentos para tener un
efecto fisioldgico beneficioso.

v’ Los nutracéuticos deben permanecer estables dentro de los alimentos funcionales
durante su fabricacion, almacenamiento y utilizacion, de lo contrario pueden perder sus
efectos beneficiosos para la salud.

v No deben tener un efecto adverso sobre el color, sabor o vida util de un producto
alimenticio.

v" Después de la ingestion, estos compuestos deben ser funcionales y entregados al sitio
de accién apropiado dentro del cuerpo humano.

La acumulacion de pruebas cientificas sugiere que muchos nutracéuticos, como
curcumina, resveratrol, polifenole, sulforafano, antocianinas, genisteina, quercetina y licopeno,
presentan actividades contra diversos tipos de cancer (Arvanitoyannis y Houwelingen-
Koukaliaroglou 2005; Ullah y Khan 2008).

Una de las ventajas importantes de utilizar compuestos nutracéuticos para prevenir y
tratar el cancer es que generalmente presentan poco o ningun efecto adverso frecuentemente
asociado con agentes farmacéuticos después de una administraciéon a largo plazo. Se ha
encontrando que los nutracéuticos ejercen una amplia gama de efectos celulares. Los posibles
mecanismos de accion de los nutracéuticos incluyen la induccion de la detencidn del ciclo celular
y la apoptosis en las células cancerosas, la desintoxicacion de moléculas altamente reactivas, la
activacion del sistema inmune del huésped y la sensibilizacion de las células malignas a los
agentes citotdxicos (Pan y Ho 2008; Kotecha y col 2016).

1) Compuestos fitoquimicos

Los fitoquimicos son una clase de metabolitos secundarios de las plantas. Una dieta
humana "recomendada” debe garantizar una alta proporcion de energia y recientemente debe
también de incluir la ingestion de fitoquimicos, para ser considerada en general "promotora de la
salud" en virtud de su actividad antioxidante y modulacién positiva, directa o indirectamente, del

balance redox celular y tisular. La dieta actla a través de multiples vias, y la asociacion entre el
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consumo de alimentos especificos y el riesgo de las enfermedades degenerativas es
extremadamente compleja.

Los compuestos fitoquimicos tienen propiedades antioxidantes in vivo, particularmente
polifenoles como, flavonoides, isoprenoides y fendlicos, entre otros, por lo que se han
considerado capaces de modular las respuestas celulares a varios estimulos interactuando con
ROS de manera intracelular por: (i) captura de especies de oxigeno reactivo o supresion, ya sea
por inhibicion de las enzimas o por elementos quelantes que participan en la produccion de
radicales libres (Brown y col 1998), o (i) proteccion de las defensas antioxidantes o regulacion
positiva de las proteinas intracelulares participantes en la respuesta celular antioxidante (Fig 11)
(Surh 2003; Kweon y col 2006).

Las dos clases principales de polifenoles son flavonoides y éacidos fendlicos. Los
flavonoides se clasifican ademés como flavonas, flavonoles, flavanoles, flavanonas, isoflavonas,
proantocianidinas y antocianinas. Los polifenoles se encuentran principalmente en frutas,
hortalizas, cereales, legumbres secas, chocolate y bebidas derivadas de vegetales, tales como
té, café y vino, representando, por lo tanto, los "componentes menores" mas abundantes en la
dieta (Manach y col 2004). Estos compuestos podrian proteger contra el cancer a través de la
inhibicion del dafio oxidativo (Borek 2004; Adlercreutz y col 2004). Diversos mecanismos han
sido propuestos para explicar la actividad biologica de los polifenoles, incluida la capacidad de
afectar la actividad enzimatica, regulacién de la transduccion de sefiales; modulacion de los
factores de transcripcion en el sistema redox, incluyendo Nrf2, NF-kB y AP-1; biosintesis de
glutatién y la expresion génica en general (Krazeisen y col 2002; Chen y col 2005; Moskaug y col
2005; El Bedoui y col 2005; Lin y col 2005; Wung y col 2005; Andreadi y col 2006; Jakobs y col

2006).
B MAIZ AZUL
1 Generalidades

El valor del maiz a nivel mundial y en México, se encuentra en una tendencia creciente
por el alto consumo de los productos derivados de este cereal. Esta demanda en el pais es
transmitida hacia el sector primario o es satisfecha directamente con importaciones. En México,
el area destinada a este cultivo es de aproximadamente 7.3 millones de hectareas con una
productividad promedio de solamente 3.19 Ton/ha. Sin embargo, los agricultores altamente
mecanizados de regiones selectas del pais (por ejemplo Sinaloa y el Bajio) obtienen un

promedio alrededor de 10 Ton/ha, utilizando semilla hibrida en paquetes tecnoldgicos que
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Fig 11. La vision clasica de los efectos oxidantes-antioxidantes sobre la sefializacion celular y su
respuesta. (a) ROS puede actuar sobre la sefializacion celular, directa o indirectamente, a través
de cambios en el equilibrio celular redox. Los antioxidantes modulan la respuesta celular
mediada por ROS protegiendo su reactividad o reduciendo su disponibilidad, tanto a nivel
extracelular como intracelular. (b) Varias moléculas nutricionales (fitoquimicos) interactuan con la
sefalizacion celular gracias a mecanismos independientes de sus propiedades antioxidantes, al
afectar directamente las actividades celulares, incluyendo enzimas clave y receptores de
membrana.

Virgili y Marino (2008)
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incluyen irrigacion y aplicacion de fertilizantes, pesticidas y herbicidas. En ése sentido, Sinaloa
es el mayor productor de maiz en México con una produccion neta de 3.6 millones de Ton en el
2014 (SAGARPA 2017). Cifras bajas comparadas con afios anteriores, debido a las condiciones
climaticas de los ultimos afios.

México es el centro de origen del maiz (Zea mays L.) y la evidencia sugiere que este
cultivo se origind en su medio silvestre, teniendo como progenitor al teosintle Zea mays ssp.
Parviglumis (Doebley 2004), en un solo evento de domesticacion que ocurrié hace unos 9000
afos. Este evento de domesticacion redujo la genéticay diversidad del maiz, dando lugar a un
pequefio grupo de variedades autoctonas que posteriormente se diversificaron con una amplia
gama de condiciones climaticas y geograficas en el mundo. En México, el maiz se ha
diversificado en poblaciones con adaptaciones a diferentes condiciones y caracteristicas que
permiten su uso en una gran diversidad de productos alimenticios (Ortega-Paczka 2003).

Diversos estudios se han centrado en la descripcion y en establecer relaciones entre las
razas autoctonas mexicanas de maiz. Una de las clasificaciones mas completas del
germoplasma de maiz mexicano fue propuesta por Sanchez y col (2000), en donde estudio
accesiones de 50 variedades locales y las clasific6 en 7 grupos de acuerdo con sus
caracteristicas bioquimicas y morfologicas. De estos grupos, en el nororeste de México,
especificamente en el estado de Sinaloa, se encontré el grupo Chapalote, con 6 razas nativas de
esta regién, Onavefio, Tabloncillo Perla, Tuxpefio, Chapalote, Dulcillo del Noroeste, Reventador
y Elotero de Sinaloa, esta ultima se caracteriza por tener granos de color azul (Fig 12) (Sanchez
y col 2000; Pineda-Hidalgo y col 2013).

El maiz esta compuesto de cuatro partes principales: germen (12%), endospermo (82%),
pericarpio (5.2 %) y pedicelo (0.8%) (Eckhoff y col 2003). El endospermo es rico en almidon y
proteinas, mientras que el germen lo es en lipidos, minerales y proteinas. En el caso del
pericarpio la mayor parte del mismo es fibra (FAO 1993). El maiz azul presenta alto contenido de
antocianinas las cuales son las responsables de la pigmentacion caracteristica de este grano y
que se encuentran en la capa de aleurona, la cual estd compuesta por una capa simple de
células de pared celular fina que se encuentra rodeando al endospermo y al germen (Fig 13)
(Betran y col 2001). En cuanto a la composicion quimica del grano, ésta varia de acuerdo a las
condiciones climatolégicas, variedad (genotipo) y condiciones de crecimiento; a su vez, dentro
de las distintas zonas del mismo grano, su composicion varia de un lugar a otro. Los granos

enteros son fuente de fibra, vitaminas, minerales y fitoquimicos, incluyendo compuestos
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Fig 12. Razas nativas de maiz identificadas en el estado de Sinaloa.
Sanchez y col (2000)
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Fig 13. Estructura del grano de maiz azul.
Eckhoff y col (2003)



fendlicos, flavonoides, carotenoides, vitamina E, ligninas, B-glucanos, inulina, almidén resistente,
esteroles y fitatos (Liu, 2007).

Las propiedades nutracéuticas del maiz azul representan actualmente una fuerte linea
de investigacion, la cual esta en pleno desarrollo. Este interés se debe a la gran cantidad de
compuestos fitoquimicos que contiene, ya que cuentan con relevantes propiedades antioxidantes
y anticancerigenas.

2 Compuestos nutracéuticos asociados al maiz azul

Los nutracéuticos son componentes de los alimentos o parte de los alimentos que
proveen beneficios a la salud y que han sido asociados a la prevencion y/o disminucion de
enfermedades (Kalra 2003). El maiz es una fuente importante de fitoquimicos como
carotenoides (Kopsell y col 2009), compuestos fendlicos (Pedreschi y Cisneros-Zevallos 2006;
Nesci y Etcheverry 2009; Lopez-Martinez y col 2009) y fitoesteroles (Jr Ostlund y col 2002).
Todos estos compuestos contribuyen a efectos benéficos para la salud. Los compuestos
nutracéuticos asociados al maiz no son necesariamente nutrientes que tradicionalmente han sido
asociados con deficiencias en la dieta, sino compuestos cuyo consumo ayudan a prevenir e
inclusive tratar enfermedades crénico-degenerativas. Los compuestos nutracéuticos, se
clasifican de acuerdo a sus propiedades quimicas y a su actividad biologica, comun
denominador de la mayoria de los nutracéuticos, los cuales se caracterizan principalmente por
tener propiedades antioxidantes. Estos compuestos contrarrestan a los radicales libres
responsables de causar la oxidacion de membranas y dafio al ADN, lo cual podria desarrollar
enfermedades como el cancer, problemas cardiovasculares, fibrosis y envejecimiento. En el
Cuadro 1 se muestran las principales categorias de nutracéuticos asociados al maiz. Dentro de
los antioxidantes destacan el grupo de los compuestos fendlicos, una familia grande de
nutracéuticos que poseen propiedades positivas a la salud (Serna-Saldivar y col 2011).

Los fitoquimicos se definen como compuestos bioactivos de origen vegetal que cuando
se ingieren proveen ciertos beneficios funcionales mas alld de la nutricion basica. Estos
beneficios podrian incluir la prevencion y/o disminucion de la iniciacion y/o progresion de
enfermedades crénicas en humanos (Okarter y Liu 2010). Fuente de alimentos comunes son
frutas, vegetales y granos integrales. En el maiz se han identificado diversos compuestos
fitoquimicos distribuidos en sus diferentes partes anatémicas del grano (Cuadro 2). El enfoque

de los fitoquimicos para la prevencion de enfermedades crénicas, continua incrementandose el
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Cuadro 1. Principales categorias de nutracéuticos asociados con maices criollos.

Compuesto Nutracéutico Parte Anatomica Efecto Preventivo o Terapéutico
Familia Clase
Fendlicos Simples como  Principalmente Previenen el estrés oxidativo, cancer,
el ferdlico asociados al alto colesterol, arterioesclerosis y
pericarpio. envejecimiento.

Antocianinas

Antocianinas,

Principalmente

Previenen el estrés oxidativo, cancer,

Flavonoides flavonoles, asociados a la alto colesterol, arterioesclerosis y
flavan-3-ols aleurona. envejecimiento
Carotenoides  Carotenos Principalmente Los B-carotenos son convertidos en
asociados al vitamina A o retinol. Previenen el
endospermo de cancer, las enfermedades
maices amarillos. cardiovasculares y refuerzan al
sistema inmunologico.
Xantofilas: Principalmente Previenen a la degradacion macular
Luteina, asociados al y formacién de cataratas (opacidad
Zeaxantinay  endospermo de del cristalino ocular). Retarda
Criptoxantina ~ maices amarillos. aparicién de sintomas relacionados
con la retinitis pigmentosa. Previenen
a las enfermedades
cardiovasculares.
Fitoesteroles  Sitosterol, Principalmente Compiten con los sitios de absorcién
Estigmasterol  asociados al germen,  del colesterol y por consiguiente son
y Campesterol  pericarpio y capade  considerados como
aleurona. hipocolesterolemicos y previsores de
enfermedades cardiovasculares.
Fibra Soluble como  Principalmente Mejora  funcion  gastrointestinal,
arabinoxilanos  asociada al incrementa la viscosidad del bolo
y pericarpio. alimenticio y reduce el indice
hemicelulosas glicémico. Por lo tanto, reduce el
solubles riesgo de diabetes e
hipercolesterolemia. La mayoria de
las fibras solubles son prebidticas
debido a que se fermentan
rapidamente en el tracto
gastrointestinal posterior generando
acidos grasos volatiles que a su vez
inhiben a la enzima hepatica HMG
Co-A redustasa.
Insoluble como  Principalmente Mejora  funcion  gastrointestinal,
celulosa y asociadas al incrementa el ligado de acidos
lignina endospermo de biliares y el volumen y peso de las
maices amarillos heces reduciendo la constipacion,
hemorroides, diverticulosis y cancer.
Acidos fitico Inositol Principalmente Considerado como antioxidante y
Inositol asociado al con propiedades antocancerigenas
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pericarpio y aleurona

de mama, colon, higado, leucemia
prostata y sarcomas.

Acidos grasos  Acidos
poliinsaturado  Linoleico (18:2

Principalmente
asociada al germen.

Ayudan a reducir ftriglicéridos y
colesterol sanguineo. Estos acidos

S w6) y grasos  son  convertidos en
Linolénico prostaglandinas y oftros acidos
(18:3 w3) grasos como el EPA 'y DHA.

Fosfolipidos Fosfatidil Principalmente La fosfatidil colina o lecitina,
colina, asociados al germen. etanolamina, inositol y serina son
etanolamina, esenciales para el apropiado

inositol, serina

funcionamiento de las membranas
celulares y de las neuronas
cerebrales. Por  consiguiente,
previenen el envejecimiento celular y
el alto colesterol. La colina es
esencial para producir acetil colina
considerada como el principal
neurotransmisor.

Vitaminas

Acido folico

Policosanoles  Octacosanol,

Tocoferoles

Principalmente

asociados al germen.

Principalmente
asociados a la capa
de aleurona.

Principalmente

Los tocoferoles son antioxidantes. El
a-tocoferol o vitamina E es
considerado como la segunda linea
de defensa contra el estrés oxidativo
previniendo enfermedades
cardiovasculares, alto colesterol y
todo tipo de cancer. Ademas ayudan
a mejorar la capacidad mental y
funcion cerebral.

Previene abortos y los defectos de
tubo neural y malformaciones en
bebés. Ayuda a disminuir los niveles
de  homocisteina y  prevenir
enfermedades cardiovasculares.
Reducen lipidos séricos, colesterol y

0 ceras Tricontanol, asociados algermen la  agregacion de  plaquetas
Hexacosanoly vy pericarpio. (Arruzazabala y col 1996).
Dotacontrianol

Serna-Saldivar (2010)

33



Cuadro 2. Compuestos fitoquimicos en genotipos de maiz blanco y azul.

Compuesto Bioactivo (mg  Maiz Blanco Maiz Azul Referencia
100g-)
Fendlicos
Fenoles libres 30-40 27-45.5 Aguayo-Rojas y col 2012;

Mora-Rochin y col 2010;
De la Parra y col 2007; Del
Pozo-Insfran y col 2006.

Fenoles ligados 110 — 226 115 - 221
Fenoles totales 170 — 450 40 — 343
Acidos fendlicos
Acido fertlico 120 - 474 130 - 336 Mora-Rochin y col 2010;
De la Parra y col 2007; Del
Pozo-Insfran y col 2006.
Acido p-cumarico 0.66 0.13
Acido galico 0.39 Nd
Antocianinas totales 0.27-1.60 27 - 63 Lépez-Martinez y col
2012; Mora-Rochin y col
2010; De la Parra'y col
2007; Del Pozo-Insfran y
col 2006.
Cianidina-3- 0.23-11.20 Mora-Rochin y col 2016;
glucésido; pelargonidina- Jing y col 2008; Abdel-Aal
3-glucdsido, peonidina-3- y col 2006.
glucésido
Cianidina-3-(6"-malonil- 2.3-592 Mora-Rochin y col 2016.

glucosido); cianidina-3-
(6”-succinil-glucosido);
pelargonidina-3-(6"-
malonil-glucésido)
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conocimiento y sensibilizacién de los consumidores de los beneficios para la salud derivados de
Su consumo.
a Polifenoles

Numerosos estudios epidemiolégicos han demostrado que los compuestos fendlicos
previenen e inhiben el crecimiento de células cancerigenas y previenen la obesidad,
arterioesclerosis, embolias, inflamaciones, ataques cardiacos, entre otras (Adom y Liu 2002;
Tsuda y col 2002, 2003; Matsumoto y col 2004). Los compuestos fendlicos poseen uno o mas
anillos aromaticos con uno o mas grupos hidroxil. La naturaleza de estos compuestos varia
desde moléculas simples, como los acidos fenolicos, hasta compuestos altamente polimerizados,
como los taninos. Estos compuestos son en su mayoria potentes antioxidantes debido a su
estructura quimica, ya que son excelentes donadores de electrones (Kinsella y col 1993).

En los cereales, los fenoles se encuentran en forma libre, soluble conjugada y en su
forma ligada (a materiales de la pared celular) en complejas estructuras como la celulosa, lignina
y esterificada a proteinas (Adom y Liu 2002). A pesar de esto, estas formas ligadas pueden ser
liberadas y absorbidas al ser consumidas en los alimentos. Existen diferentes vias de absorcion
descritas para compuestos fendlicos ligados en el tracto gastrointestinal, donde los
microorganismos, enzimas e incluso los transportadores de glucosa estan involucrados (Acosta-
Estrada y col 2014). Estos sobreviven al estomago y a la digestién intestinal, y llegan al colon ya
que los materiales fibrosos de la pared celular son dificiles de digerir (Adom y Liu 2002). Este
fendmeno puede explicar en parte el mecanismo de consumo de granos en la prevencion de
cancer de colon y otros canceres digestivos, apoyado por estudios epidemioldgicos. En el caso
del maiz, Liu (2007) reporta que el 85% de los compuestos fenolicos se encuentran en forma
ligada. En un estudio realizado por Aguayo-Rojas y col (2012) con maices criollos mexicanos,
observaron que el maiz azul presentd alto contenido de fenoles totales comparado con otros
genotipos. Los compuestos fenolicos se subdividen en 3 principales categorias: simples,
flavonoides/antocianinas y taninos condensados. Todos los maices contienen fendlicos simples y
ningunos taninos condensados, mientras que solamente los maices pigmentados como el azul o
morado contienen cantidades significativas de antocianinas (Serna-Saldivar y col 2011).

1) Acidos fenélicos

Otro subgrupo importante dentro de los fenoles, son los &cidos fendlicos, los cuales a su

vez se subdividen en dos grupos principales, acido hidroxibenzoico y acido hidroxicinamico (Liu

2004) (Fig 14). Entre los fenoles derivados del acido hidroxicindmico se encuentran el acido
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Derivados del acido hidroxibenzoico

R,
ff___,‘“:--.
R— »——COOH

R,
R1 R2 R3
Acido p-hidroxibenzoico H OH H
Acido galico OH OH OH

Acido siringico OCHj3 OCHj3 OCHj

Derivados del acido hidroxicinamico

R,
R— )——CH=CH-COOH
Ry
R1 R2 R3
Acido p-cumarico H OH H
Acido ferulico OCHs OH H
Acido sinapico OCHs OH OCHs

Fig 14. Estructuras de acidos fendlicos comunes: (a) Derivados de acido benzoico y (b)
derivados de acido cinamico.
Liu (2007)
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cumarico, cafeico y ferulico, los cuales poseen propiedades como la de inhibir la actividad de
agentes mutagénicos, estimulan la actividad de la enzima fenosulfotransferasa, enzima
implicada en la destoxificacion de compuestos metabodlicos potencialmente toxicos. Ademas de
estas propiedades, los acidos fendlicos poseen actividad bactericida (Puupponen-Pimia y col
2001; Liu 2007). Los acidos hidroxicinamicos tienen la capacidad de eliminar los radicales libres
y metales pro-oxidantes (antioxidantes). Existe evidencia cientifica de que ademas de tener
capacidad antioxidante, estos compuestos tienen otros mecanismos, como la modulacién de la
actividad de algunas enzimas especificas e inhibir la proliferacion descontralada de células
malignas (Manach 2004).

La evidencia cientifica que exise sobre los acidos hidroxicinamicos es que estos
compuestos tienen un efecto inhibitorio sobre la invasion y la metastasis del cancer. Durante los
ultimos afios se han hecho muchos esfuerzos con el fin de dilucidar los mecanismos implicados
en el cual los &cidos hydroxicinamicos previenen el cancer. En estas evidencias se demuestran
la actividad anti-cancerigena en diferentes lineas celulares, colon, géastrico, higado, prostata,
mama y pulmon (Ferguson y col 2005; Janicke y col 2011).

El &cido ferulico es el acido hidroxinamico méas abundante en la familia de las Gramineas
(Adom y Liu 2002; De la Parra y col 2007). Se encuentra principalmente en la pared celular de la
capa de aleurona ligado a los arabinoxilanos y otros polisacaridos y proteinas (Bunzel y col 2001;
Klepacka y Fornal 2006). Estudios previos han determinado la presencia y contenido de los
acidos ferulico y sus derivados, y p-cumarico, mayor en variedades de maiz azul comparado con
genotipos amarillo y blanco.

2) Antocianinas

Los flavonoides son la clase mas grande de fenilpropanoides en las plantas. La
estructura basica de flavonoides es de dos anillos aromaticos (uno de fenilalanina y otro de la
condensacion de tres acidos maldnicos) unidos por tres atomos de carbono. Actualmente, el
numero exacto de flavanoides es dificil de saber; sin embargo, se han reportado mas de 9,000
flavonoides que han sido identificados en la naturaleza. Dentro de los cuatro principales grupos
de flavonoides, se encuentran las antocianinas, flavonas, flavonoles y/o isoflavonas (Fig 15). La
diferencia estriba principalmente en el grado de oxidacién de la relacion de tres carbonos.

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides, constan de un anillo aromatico
(A) unido a un anillo heterociclico (C) que contiene oxigeno, el cual estd unido por un enlace

carbono-carbono a un tercer anillo aromatico (B) (Fig 15) (Sousa y col 2005).
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Fig 15. Estructura genérica de los principales flavonoides y formas basicas de antocianinas.
He y Giusti (2010)
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El esqueleto basico de las antocianinas es el 2- fenilbenzopirilio de la sal de flavilio con
diferentes sustituciones. Las antocianidinas (agliconas) son la estructura basica de las
antocianinas. Cuando las antocianidinas estan en su forma glucosilada (unido a un azucar) se
conocen como antocianinas, si ademas del azlcar en la molécula existe un radical acilo,
entonces se llaman antocianinas aciladas (Konczak y Zhang 2004).

Mora-Rochin y col (2010) determinaron contenido de antocianinas de 30.69 (mg equiv.
cianidina-3-glucdsido/100g muestra, bs) en maiz azul, observandose que los genotipos rojo,
amarillo y blanco figuraron con tan solo aproximadamente 3.2%, 1.2% y 0.89%, respectivamente,
de las antocianinas encontradas en el maiz azul. Diversos estudios han determinado varios tipos
de antocianinas en diversos tipos de maices azules, sin embargo, la cianidina-3-glucésido es la
de mayor abundancia en este tipo de granos (15.4 a 110.2 mg kg') (Abdel-Aal y col 2006;
Pedreschi y Cisneros-Zevallos 2007; Jing y col 2007). Otras importantes antocianinas en el maiz
azul son la pelargonidina y peonidina presentes en sus formas glucosiladas, aciladas y agliconas
(Pedreschi y Cisneros-Zevallos 2007). Recientmente, se identificaron tipos acilados como
cianidina-3-(6"-malonil-glucdsido), cianidina-3-(6"-succinil-glucésido) y pelargonidina-3-(6"-
malonil-glucésido) en maices criollos azules originarios del estado de Sinaloa (Mora-Rochin y col
2016). Dichos tipos de antocianinas se presume que logran sobrevivir a tratamientos drasticos
como condiciones alcalinas y temperaturas altas, gracias a los grupos acilados que contienen.

b Actividad antioxidante

La actividad antioxidante esta involucrada en la prevencion del cancer en la etapa de
iniciacion (Manson 2003). El maiz tiene una gran capacidad antioxidante muy superior a la de
otros cereales tales como el trigo, avena y arroz (Adom y Liu 2002). Algunos investigadores
(Sosulski y col 1982; Bondia-Pons y col 2009) reportaron que el acido ferdlico en el maiz es el
principal promotor de la actividad antioxidante. Sin embargo, las antocianinas (presentes
principalmente en maiz azul) también poseen esta propiedad. Urias-Peraldi y col (2013)
reportaron la actividad antioxidante de 25 maices hibridos azules del centro de México, en donde
los mayores valores de capacidad antioxidante los obtuvieron los genotipos con mayor contenido
de acido fertlico y antocianinas. En un estudio realizado por Mora-Rochin y col (2010),
elaboraron tortillas a partir de maices comerciales, blanco y amarillo y criollos, azul y rojo, por los
procesos de nixtamalizacidn y coccién por extrusion; reportando que las tortillas retuvieron 43.8-
83.6% y 75.2-93.2% de la actividad antioxidante total, respectivamente. Las tortillas elaboradas

con harinas de maiz azul nixtamalizado y extrudido retuvieron los mayores (p < 0.05) porcentajes
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de actividad antioxidante total, 83.6% y 93.2%, respectivamente. Por otro lado, Aguayo-Rojas y
col (2012) reportaron porcentaje de retencién de actividad antioxidante en tortilla de maiz azul
criollo extrudido de 75.4%. Los resultados de estas investigaciones indican claramente que la
tecnologia de extrusion permite retener importantes cantidades de compuestos nutracéuticos
que se pierden en el proceso tradicional de produccion de tortillas.

1) Métodos quimicos de capacidad antioxidante

Sobre la base del mecanismo de inactivacion de radicales libres, los principales métodos
de capacidad antioxidante han sido generalmente divididos en dos categorias: (1) reacciones de
transferencia de atomos de hidrogeno (HAT, por sus siglas en inglés) y (2) métodos basados en
la reaccion de transferencia de electrones (ET, por sus siglas en inglés) (Masisi y col 2016).
Leopoldini y col (2004) y Wright y col (2001) afirman que, aunque muchas reacciones
antioxidantes se caracterizan por seguir un proceso quimico ya sea HAT o ET, generalmente
estos mecanismos de reaccion ocurren de forma simultdnea. Los ensayos basados en ET miden
la capacidad de reduccion de un antioxidante, y los ensayos basados en HAT cuantifican su
capacidad para donar atomos de hidrégeno. Es evidente que la reaccién de transferencia de
atomos de hidrogeno es un paso clave en la peroxidacion de lipidos por la reaccion en cadena
de radicales. Por lo tanto, el método basado en HAT es mas relevante para la capacidad
antioxidante en el rompimiento de la cadena del radical. Los factores principales que determinan
el mecanismo y la eficacia de los antioxidantes, son la energia de disociacién de enlace y el
potencial de ionizacion (Huang y col 2005; Leopoldini y col 2011).

En los ensayos basados en HAT el radical libre elimina un atomo de hidrogeno del
antioxidante (ArOH), quién a su vez se convierte en un radical. Este mecanismo se conoce como
transferencia de atomos de hidrdgeno. Una mayor estabilidad del radical ArO+ corresponde a
una mejor eficiencia del antioxidante, ArOH, por lo que es poco probable que reaccione con el
sustrato (Leopoldini y col 2004).

Re + ArOH RH+ —» ArOe

En este mecanismo, la entalpia de disociacion del enlace (BDE, por sus siglas en inglés)
de los enlaces OH es un parametro importante en la evaluacion de la accién antioxidante, debido
a que entre mas débil es el enlace OH, mas facil sera la reaccién de inactivacion de radicales
libres (Leopoldini y col 2004). Los métodos basados en HAT, se componen de un generador de
radicales libres sintético, una sonda molecular oxidable y un antioxidante (Huang y col 2005). Los

métodos HAT incluyen los ensayos de Capacidad de Absorcién de Radicales Oxigeno (ORAC),
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Fotoquimioluminiscente (PCR), Capacidad de Inhibicién de la Peroxidacion Lipidica (LPIC),
Parametro Antioxidante Total de Captura de Radicales (TRAP), eliminacién de radicales ABTS,
entre otros (Badarinath y col 2010; Dasgupta y Klein 2014).

En el siguiente esquema de reaccion se ilustra un mecanismo ET, en el que un
antioxidante transfiere un Unico electron a un radical libre, convirtiéndose el mismo en un radical
catién (Leopoldini y col 2004).

Re + ArOH R-+ —» ArOH-+
También en este caso, el cation radical derivado de la transferencia de electrones debe ser
estable, para que no reaccione con moléculas del sustrato (Leopoldini y col 2004).

En los métodos ET, la reactividad relativa se basa en la desprotonacion y el potencial de
ionizacion del grupo funcional reactivo, por lo que las reacciones ET son dependientes del pH.
En condiciones acidas, la capacidad de reduccion puede ser restringida debido a la protonacién
de compuestos antioxidantes, mientras que, en condiciones basicas, la disociacién de protones
de los biocompuestos antioxidantes aumentara la capacidad de reduccion de la muestra
(Leopoldini y col 2004; Huang y col 2005). Los ensayos basados en ET implican dos
componentes en la mezcla de reaccion, antioxidantes y oxidante (sonda). La sonda en si, es un
oxidante y abstrae un electron del antioxidante, lo que resulta en cambios de color. El grado del
cambio de color es proporcional a la concentracién de un antioxidante (Huang y col 2005).

Los métodos de ET incluyen los ensayos de fenoles totales, por el reactivo de Folin-
Ciocalteu, DPPH- (radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil catién); Potencia Antioxidante de Reduccion
del ion Férrico (FRAP); N, N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) y Capacidad de Reduccién de Cu
(1) (CUPRAC), entre otros (Badarinath y col 2010).

2) Ensayo de actividad antioxidante celular (AAC)

En el afio 2007, Wolfe y Liu, desarrollaron un método para representar las reacciones
que se llevan a cabo entre un radical libre y un antioxidante en una linea celular de cancer de
higado. Cuando el sistema bioldgico recibe a través de la ingesta una matriz con compuestos
con propiedades antioxidantes, estos biocompuestos son metabolizados y distribuidos en toda la
célula. Este ensayo explica o proporciona un esquema de cdmo seria la accion de los
antioxidantes en un organismo vivo. En un ensayo de actividad antioxidante celular (AAC), se
afiade una solucién de DCFHDA (2, 7'-diclorofluoresceina diacetato), y una solucion de la
sustancia bajo estudio en PBS (tampon fosfato salino) a pH 7.4 las células de hepatocarcinoma

humano (HepG2). Las células son incubadas a 37 ° C, y durante la incubacion la DCFH-DA y los
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biocompuestos de la muestra, se difunden a través de la membrana lipidica de la célula.
Después, el resto no absorbido se elimina por lavado con PBS y se afiade una solucién de AAPH
que después de su infiltracion en la célula genera radicales libres que oxidan a la DCFH-DA al
compuesto fluorescente DCF (Diclorofluoresceina). Los antioxidantes extinguen los radicales, lo
que reduce la cantidad de DCF, cuya fluorescencia es registrada a 485 nm (exitacién) y 520 nm
(emision) durante el analisis. El area bajo la curva de fluorescencia se puede comparar con la
curva de calibracion preparada para un antioxidante estandar como quercetina, y se expresa
como su equivalente. Por otro lado, se han realizado modificaciones al método desarrollado por
Wolfe y Liu, en donde se sugiere utilizar eritrocitos de la sangre en lugar de las células HepG2.

En la literatura ya existen reportes del uso del ensayo celular propuesto por Wolfe y Liu
(2007) en diferentes alimentos. Se determinaron los valores de AAC de 25 frutas y vegetales, y
se pudo observar que los valores de la AAC para estos alimentos fueron correlacionados
positivamente con el contenido de fendlicos y ORAC totales (Wolfe y col 2008). Sin embargo,
esto difiere del estudio de Eberhardt y col (2005) en extractos de brocoli, quienes reportan que
no se encontré correlacion entre ORAC y los métodos celulares de capacidad antioxidante.

c Actividad anticancerigena

La actividad antiproliferativa se centra en las células cancerosas en las etapas de la
progresion y promocion (Manson 2003). Reportes previos muestran que el consumo de cereales
integrales, como el maiz, es un ingrediente en el futuro para alimentos funcionales, los cuales
protegen de cancer de colon (Janicke y col 2005).

La carcinogénesis es generalmente reconocida como un proceso de multiples pasos, en
el que ocurren distintas alteraciones moleculares y celulares. En estudios experimentales de
carcinogénesis en roedores, el desarrollo del tumor consiste en varias etapas diferenciadas y a la
vez estrechamente vinculadas, la iniciacién del tumor, promocién y progresion. Aunque estas
divisiones son una simplificacion excesiva de la carcinogénesis, son importantes cuando se
tienen en cuenta las posibles opciones para la quimioprevencion.

La iniciacion es un proceso rapido e irreversible que implica una cadena de eventos
extra e intracelular. Estos incluyen la captacion inicial de la exposicion a un agente carcindgeno,
su distribucion y transporte a los 6rganos y tejidos en los que la activacion metabdlica puede
ocurrir, la desintoxicacion y la interaccion covalente de especies reactivas con el ADN de células
diana que conducen a dafios genotdxicos. En contraste con la iniciacion, la promocion de

tumores se considera que es un proceso relativamente largo y reversible, en el que la
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proliferacién se activa y las células preneoplasicas se acumulan. La progresion, la etapa final de
la transformacion neoplasica, implica el crecimiento de un tumor con potencial invasivo y
metastasico (Surh 1999).

De acuerdo con la clasificacion convencional originalmente propuesta por Lee
Wattenberg en 1981, los agentes quimiopreventivos se subdividen en dos categorias principales:
agentes de bloqueo y agentes de supresion. Los agentes de bloqueo de carcindgenos evitan que
éstos lleguen a los sitios finales para someterse a activacion metabdlica y posteriormente la
interaccion con macromoléculas celulares cruciales (por ejemplo, ADN, ARN y proteinas). Los
agentes de supresion, por otra parte, inhiben la transformacion maligna de las células iniciadas,
ya sea en la promocion o en la etapa de progresion. Los fitoquimicos quimiopreventivos pueden
bloquear o revertir la etapa premaligna (iniciacién y promocion) del proceso de cancer de
multiples etapas. También pueden detener o al menos retardar el desarrollo y la progresion
precancerosa de células malignas.

1) Estudios In vitro

De acuerdo con la literatura, existen pocos reportes de actividad antiploriferativa en
lineas celulares de cancer relacionados con el maiz. Sin embargo, los granos de maiz contienen
una compleja mezcla de componentes fitoquimicos que se ha demostrado que algunos de ellos
presentan actividad anticancerigena. Mora-Rochin (2011) realizé estudios donde utilizé células
Caco-2 tratadas con extractos de fitoquimicos libres y ligados, a una concentracion 20 uM de
acido ferdlico de tortillas nixtamalizadas y extrudidas de maices criollos, blanco, amarillo, azul y
rojo. Encontrando que el mayor efecto citotdxico en células Caco-2 lo presentaron fitoquimicos
ligados de tortillas elaboradas por nixtamalizacion. Este resultado puede atribuirse a que el
proceso de nixtamalizacion tradicional ocasiona la liberacién, de la pared celular, compuestos
potencialmente bioactivos, aun no identificados, con actividad anticarcinogénica, o que pueden
actuar sinergisticamente con diferentes compuestos disponibles en el grano de maiz.

2) Ensayos In vivo

Algunos efectos bioldgicos de los fitoquimicos relacionados con cereales integrales, han
sido probados In vivo. En sus estudios, Shih y col (2005) demostraron la habilidad de las
antocianinas en la induccion de enzimas de fase Il en células hepaticas de rata alimentadas con
50 uM de antocianinas, y la formacién de células no cancerosas de mama con una dieta de 10 a
20 pg/mL de antocianinas. Las antocianinas ocasionaron un incremento antioxidante mediante la

activacién de la enzima mas importante en el sistema fase Il, la quinona reductasa, y activaron a
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las enzimas glutation reductasa, glutation peroxidasa y glutation S-transferasa. Por otro lado, un
extracto de maiz azul mostr6 propiedades antimutagénicas al inhibir la carcinogénesis colorrectal
en ratas macho F344 tratadas con 1,2-dimetilhidrazina (Hagiwara y col 2001; Pedreschi y
Cisneros-Zevallos 2006). La inhibicion se atribuy6 a las antocianinas presentes en el maiz azul,
aunque no se descartd la posible accion de otros compuestos fendlicos y flavonoides en el
extracto de maiz. Moreno y col (2007) analizaron dos experimentos con el fin de clasificar a la
luteina obtenida de maiz amarillo, como agente bloqueador y / 0 agente supresor durante
hepatocarcinogénesis en ratas Wistar. Por alimentacion forzada con luteina (70 mg/kg de peso
corporal) a las ratas durante varias semanas, en el experimento 1 (iniciacion del proceso
canceroso) la luteina no caus6 efecto bloqueador, mientras que en el experimento 2 (promocion
del proceso canceroso), la luteina causd un efecto inhibitorio en esta etapa de la enfermedad,
por lo que se puede clasificar a la luteina como agente supresor, reforzando que éste es un
agente potencial para la quimioprevencion del cancer de higado. Recientemente, Reynoso-
Camacho y col (2015) reportaron una disminucion en la incidencia de adenocarcinoma de colon
(hasta 77.5%) en ratones con este padecimiento y alimentados con tortillas nixtamalizadas de
maiz blanco y azul, ademas también observaron una inhibicién de B-Glucuronidasa e induccion
de enzimas desintoxicantes de higado y colon, asi como una disminucion de la expresion de la
dos proteinas proliferativas mas importantes (K-ras y p-catenina) involucradas en la
carcinogenesis del colon, mismas proteinas que se encuentran activas en las células HT-29,
destacando asi algunos de los mecanismos moleculares involucrados en el efecto
quimiopreventivo de las tortillas.
C PROCESAMIENTO DEL MAIZ AZUL

Debido a su gran diversidad genética, los maices no contienen la misma composicion
quimica, presentan diferencias en sus propiedades y en su utilizacién 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 (Salinas-Moreno y col, 2003), entre
otros. En la industrializacién 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 tamafios 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).
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El uso primario del maiz azul se relaciona con la industria de colorantes naturales,
debido al gran contenido de antocianinas, pigmentos responsables de su color caracteristico.
Recientemente, ha sido utilizado para elaborar tortillas y botanas pigmentadas debido a que
estos productos se aprecian como promotores de salud (Adbel-Aal y col 2006; Ultrilla-Coello y
col 2009; Serna-Saldivar 2010). Actualmente, la demanda de productos nixtamalizados de maiz
azul recibio una mayor atencién desde una perspectiva nutracéutica debido a sus posibles
beneficios para la salud y sabor y color unicos (Urias-Peraldi y col 2013).

1 Proceso de nixtamalizacion

El método tradicional de nixtamalizacion, se lleva a cabo por cocimiento alcalino del
grano de maiz en agua (relacién 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 solidos 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 llamada 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 a 1.5 min. Cuando se empieza a hinchar, la tortilla es volteada y
cocida finalmente por otros 30 s (Serna-Saldivar y col 1990).

El proceso de nixtamalizacion es responsable de importantes caracteristicas
fisicoquimicas, nutricionales y sensoriales de productos a base de maiz, como la remocion del
pericarpio, incorporacion de calcio en los granos, mejoramiento de biodisponibilidad de niacina y
formacion de compuestos de sabor y color que imparten las caracteristicas tipicas de los
productos terminados (Serna-Saldivar y col 1990). Sin embargo, este proceso consume mucho
tiempo y energia; ademas, se produce una descarga de agua residual que crea un problema de
contaminacion (Cuevas-Rodriguez y col 2009).

a Efecto de la nixtamalizacién sobre los compuestos fitoquimicos

Durante el proceso de nixtamalizacidn existe pérdida de fendlicos totales, acido ferulico,
antocianinas, carotenoides totales, entre otros fitoquimicos. Estas pérdidas son atribuidas al
efecto combinado del procesamiento térmico y alcalino del proceso de nixtamalizacion, lo cual
genera una alta concentracion de materia organica en el nejayote, incluyendo parte del
endospermo, el germen y compuestos fitoquimicos (Gutiérrez-Uribe y col 2010; Mora-Rochin y

col 2010, 2016; Mendoza-Diaz y col 2012; Acosta-Estrada y col 2015). Aunado a lo anterior, esta
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el hecho de que algunos de estos compuestos son muy sensibles a la luz, calor, aire y pH
(Velazco-Martinez y col 1997; Updike y Schwartz 2003; Gutierrez-Uribe y col 2014; Bello-Perez y
col 2015).

2 Proceso de coccion alcalina por extrusion

Para superar las desventajas tecnologicas que presenta el proceso de nixtamalizacion,
se han desarrollado nuevas tecnologias, la extrusion-coccion. La extrusion coccion es una
técnica de procesamiento de alimentos continua ampliamente utilizada para procesar los
cereales a productos para desayuno, botanas y harinas pregelatinizadas. Es un proceso
tecnoldgico mixto, por el cual diversos biopolimeros (proteinas y/o almidones) o ingredientes
alimenticios son mezclados, transportados y termoformados en un sistema de baja humedad (por
lo general inferior al 18%) a temperaturas elevadas (140-190 °C) y a presiones altas (10-20
MPa), durante un tiempo corto (15-60 s), utilizando fuerzas de cizallamiento muy elevadas
originadas por un tornillo sinfin. El cocimiento se logra por la aplicacién de calor, por inyeccién de
vapor a través de cilindros con chaqueta, y por disipacion de energia mecanica. El cocido por
extrusién combina el corte mecanico y calor para la gelatinizacion del almidén y la
desnaturalizaciéon de proteinas, obteniéndose un producto plastificado y reestructurado con
nuevas formas y texturas. Un extrusor esta formado de cinco componentes principales:
mecanismo de alimentacion, tornillo y su mecanismo de conduccion, camisa o cafion, dado o
restrictor de flujo y mecanismo de corte (Harper 1989).

Este proceso tiene muchas ventajas: versatilidad, rendimiento alto, bajo costo y buena
calidad del producto. Las condiciones de extrusion (tamafio de las particulas de grano, contenido
de humedad de materias primas, configuracion del tornillo y velocidad, entrada de calor, tamafio
del dado y forma) estan relacionadas con cambios en el valor nutricional del producto final
(Milan-Carrillo y col 2006). En este proceso, se emplean pequefias cantidades de agua, no hay
generacion de agua residual (nejayote) ni pérdidas de materia seca. Por lo tanto, nutrimentos y
fitoquimicos asociados al pericarpio y tejidos de aleurona se conservan, y los productos
resultantes son considerados como productos a partir granos integrales (Aguayo-Rojas y col
2012).

a Efecto de la extrusion sobre los compuestos fitoquimicos

La mayoria de las investigaciones publicadas, han reportado disminuciones significativas

en el contenido de fenoles totales y acido ferdlico después del proceso de extrusion, sin

embargo, en estudios comparativos las pérdidas fueron menores que las provocadas por el
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proceso de nixtamalizacion. Lo anterior es atribuido a que a diferencia de la nixtamalizacion, en
la extrusion no existen pérdidas de solidos, producto del nejayote, obteniéndose una mayor
retencion de compuestos fitoquimicos (Mora-Rochin y col 2010; Aguayo-Rojas y col 2012;

Sanchez-Madrigal y col 2015).
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IV JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Existen reportes
en la literatura que algunos compuestos nutracéuticos que contienen los alimentos, gracias a sus
efectos antioxidantes, se han asociado con la prevencion y reduccion de enfermedades cronico-
degenerativas como el cancer.

Los maices criollos poseen una gran diversidad genética y potencial para producir
alimentos funcionales que ayuden a la poblacion més vulnerable a enfrentar los graves
problemas de desnutricion y salud. A través de generaciones los maices han conservado
importantes compuestos fitoquimicos conocidos como nutracéuticos, con probados efectos
positivos en nutricion y salud. Como la principal forma de consumo de éste cereal es la tortilla, es
importante evaluar el perfil fitoquimico, asi como las propiedades nutracéuticas que este

producto presenta.
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\' OBJETIVOS

A GENERAL

Evaluar el efecto del proceso de elaboracion de tortillas, por las vias de nixtamalizacion y
extrusion, sobre el perfil fitoquimico (compuestos fendlicos totales, acido fendlicos y
antocianinas) y propiedades nutracéuticas (actividad antioxidante y actividad anticancerigena) de
maices criollos azules de Sinaloa.
B ESPECIFICOS
1 Elaborar de tortillas de maiz criollo azul y blanco hibrido comercial por los procesos de
nixtamalizacion y extrusion.
2 Determinar los compuestos bioactivos (fendlicos totales, acidos fendlicos, antocianinas)
en tortillas de maices criollos azules.
3 Determinar la capacidad antioxidante por diferentes métodos quimicos (ORAC, ABTS y
DPPH) de las tortillas de maices criollos azules.
4 Determinar la actividad antioxidante a nivel celular de los extractos de tortilla de maices
criollos azules.
5 Evaluar el potencial inhibitorio de proliferacién en células de cancer de colon humano

(HT-29) de extractos de tortillas de maices criollos azules.
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Vi MATERIALES Y METODOS
A MATERIALES
El estudio se realiz6 en dos granos de maiz, un genotipo criollo azul que corresponde a
la raza Elotero de Sinaloa (A-512) y un genotipo blanco hibrido (B-111) usado como control
debido a su importancia comercial. El grano criollo azul fue colectado durante el afio 2016 con
campesinos tradicionales del municipio de Concordia en el estado de Sinaloa. Ambos materiales
fueron manejados siguiendo las recomendaciones estandar. Las muestras de maiz se

almacenaron a -4 °C hasta su uso.

B METODOS
1 Produccion de harinas instantaneas de maices
a Harinas de maiz nixtamalizado

Se realizd de acuerdo al procedimiento reportado por Mil&n-Carrillo y col (2004).
Porciones de 300 g de maiz se cocieron en una disolucion de cal (5.4 g cal/lL) a 85°C; se us6
una relacién grano/medio de coccion de 1:3 y tiempos de nixtamalizacion y de reposo de 31 min
y 8.1h, respectivamente. El licor de coccion (nejayote) se decantd y el nixtamal se enjuago tres
veces con agua destilada. El nixtamal se secé (55°C, 12 h), se enfrié a temperatura ambiente y
se molié hasta obtener un tamafio de particula de 0.180 mm de diametro. Las harinas obtenidas,
se guardaron en bolsas de polietileno selladas y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacién.

b Harinas de maiz extrudido

Se aplico la metodologia reportada por Milan-Carrillo y col (2006). El maiz se fragmento
con ayuda de un molino doméstico. Los fragmentos (1-2 mm) de maiz se mezclaron con cal
(0.21 g cal/100 g maiz) y, posteriormente, se acondicionaron con agua para alcanzar un
contenido de humedad de 28%. La extrusion se realizé en un extrusor de tornillo simple modelo
20N (Brabender Inc, NJ, EUA). Las condiciones de extrusion fueron 85°C y 240 rpm, para la
temperatura de extrusién y la velocidad de tornillo, respectivamente. Estas condiciones
favorecen la produccion de harinas de maiz extrudido, apropiado para la elaboracion de tortillas.
Los extrudidos se enfriaron y secaron a temperatura ambiente por 24 h, posteriormente se
molturaron (UD Cyclone Sample Mill, UD Corp, Boulde, CO, EUA) hasta obtener un tamafio de
particula de 0.180 mm de didmetro. Las harinas obtenidas, se guardaron en bolsas de polietileno
selladas y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacién.

2 Elaboracion de tortillas de harinas de maiz nixtamalizado y extrudido
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Las tortillas se prepararon siguiendo la metodologia reportada por Milan-Carrillo y col
(2006). 500 g de cada harina se mezclaron con suficiente agua para alcanzar una consistencia
adecuada para la produccion de tortillas, con ayuda de una prensa manual. Las tortillas se
enfriaron a temperatura ambiente, se molieron para obtener harinas y se guardaron en bolsas
de polietileno selladas y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacién.
3 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos
a Extraccion de fendlicos libres

La extraccion de fendlicos libres se realizd segun el método descrito por Adom y Liu
(2002). Se procedio con una extraccion de los fenolicos libres de las diferentes muestras, de 0.5
g de harina con 10 mL de etanol al 80% (v/v); esta suspension se agitd en un rotator (OVAN
noria R, EUA, 2010) velocidad 25 rpm por 10 min. Después se centrifugd a 3000 x g a 10°C por
10 min. El sobrenadante se concentrd a 35°C a presiones bajas (Speed Vac Concentrator,
Thermo Electron Corporation) hasta alcanzar un volumen final de 2 mL. El concentrado se
almacen6 a -20°C hasta su posterior uso en la determinacion de actividad antioxidante atribuida
a compuestos fendlicos libres. Las extracciones se realizaron por cuadriplicado.
b Extraccion de fendlicos ligados

La extraccion de fendlicos ligados se realizé de acuerdo al método descrito por Adom y
Liu (2002) con algunas modificaciones. El residuo del extracto libre fue digerido con 10 mL de
NaOH 2M, se elimind el O; en presencia de N2 gas y la muestra se sometié a un tratamiento
térmico por 30 min en bafio Maria a 95°C y, posteriormente, se agit6 durante una hora a
temperatura ambiente. La mezcla se neutralizd con 2 mL de HCI concentrado y se le agregaron
10 mL de hexano para remover lipidos. La mezcla resultante se extrajo con 10 mL de acetato de
etilo cinco veces. La fraccion de acetato de etilo fue recolectada y se evaporé a sequedad
(Speed Vac Concentrator, Thermo Electron Concentrator). Los compuestos extraidos se
reconstituyeron con 2 mL de metanol al 50% y se almacenaron a -20°C para su posterior
utilizaciéon en la determinacién de capacidad antioxidante atribuida a compuestos fendlicos
ligados. Las extracciones se realizaran por cuadriplicado.
c Fendlicos totales

Para determinar la concentracion de fendlicos totales de los extractos obtenidos
anteriormente, se empled el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton y col
(1999). En una placa de 96 celdas, se agregaron 20 pL del extracto de fendlicos libres y ligados.

El estandar utilizado, y los extractos se mezclaron con 180 L del reactivo de Folin, la reaccion
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se neutralizé con 50 uL NaCOs al 7% y posteriormente se incubaron en el espectro, después de
90 min, se midi6 la absorbancia a 750 nm en un lector de microplatos (Synergy HT, Biotek
Instrument), usando metanol como blanco, se construyd una curva de calibracion con acido
galico como estandar. Los resultados se expresaron como mg equivalente de acido galico (EAG)
/100 g de muestra en base seca. El contenido de compuestos fendlicos totales se calculo al
sumar los compuestos fendlicos presentes en los extractos de libres y ligados. La determinacion
se realiz6 por cuadriplicado.
4 Determinacion del contenido de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales por el método espectrofotométrico se determiné de
acuerdo al método descrito por Abdel-Aal y Hucl (1999). Se pesaron 0.5 g de muestra en un tubo
de 50 mL, se agregaron 10 mL de etanol frio acidificado (95% metanol y 1 N HCI, 85:15, v/v). El
tubo con la muestra fue pasado con nitrégeno, tapado, se agitd por 30 min. Posteriormente se
centrifugd a 3000 x g por 10 min y se recolectd el sobrenadante. La absorbancia de las muestras
se midi6 inmediatamente a 535 nm y 700 nm en un lector de microplatos (Synergy HT, Biotek

Instrument). El contenido de antocianinas se calculd de la siguiente manera:
C= ((As3snm— Aroonm) / €) 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 absorcién molar (cianidina-3-glucésido = 25965 cm-' M) y PM es el
peso molecular de cianidina-3-glucésido, 449.2 g.
5 Determinacion de niveles y perfiles de acidos fenélicos

El contenido de acidos fendlicos se determiné por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) de acuerdo al protocolo utilizado por Mora-Rochin y
col (2010). Los extractos libres y ligados obtenidos anteriormente se usaron para cuantificar el
contenido de &cidos fendlicos usando un HPLC (Perkin Elmer, Alemania), equipado con una
columna de 250 mm x 4.6 mm, C-18 YMC y un detector UV-visible. La elucion isocratica se
condujo con 20% de acetonitrilo en agua ajustado a un pH 2 con acido trifluoroacético, con una
velocidad de flujo de 0.5 mL/min y con una temperatura de columna de 25°C. La deteccién de los
compuestos se llevé a cabo a 320 y 260 nm. El pico de identificacién de cada acido en los
extractos de las muestras se baso en el tiempo de retencién de estandares autenticos. La

concentracion de acido ferulico, p-cumérico, sinapico, siringico, p-hidrixbenzoico y vanilico en las
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muestras, se calculd por extrapolaciéon en una curva de calibracién. Se inyectaron, para el
analisis, 20 UL de cada extracto.
6 Determinacion de la capacidad antioxidante por métodos quimicos
a Método ORAC

Se prepard una solucién stock de fluoresceina (FL) (1.2 mM) pesando 39.87 mg del
reactivo y disolviéndola en 100 mL de una solucion reguladora de fosfatos (PBS) (75 mM, pH
7.4). De la solucion stock anterior se prepar6 una segunda solucion de FL por dilucion (10 uM).
La solucion de trabajo de FL (0.1 uM) se prepard diariamente por dilucion tomando 0.25 mL (250
ML) de la segunda dilucidon de FL en 25 mL de la solucidn reguladora de fosfatos (PBS). El
generador de radicales libres (AAPH) (200 mM) se prepard diariamente pesando 207 mg del
reactivo y aforando en un matraz volumétrico de 5 mL con solucion reguladora de fosfatos (PBS).
Se utilizé como estandar de referencia una solucion de Trolox 1 mM (1000 uM) que se prepard a
partir de una solucién stock de trolox 5 mM (almacenada a -20 °C) con PBS. Para el ensayo se
transfirieron alicuotas de 25 pL de los extractos de fenodlicos libres y ligados (diluidas
previamente con PBS) a una placa de 96 pozos, que se coloco en un lector de microplatos
(SynergyTM HY Multi-Detection, BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA), donde fueron dispensados
150 pL de FL (0.1 pM). La placa se agité e incub6 a 37 °C por 30 min antes de agregar 25 uL
de la solucién de AAPH. La reaccion se llevé a 37 °C y la flourescencia fue registrada (485 nm
de excitacién y 538 de emision) cada 2 min durante 60 min para determinar el area neta bajo la
curva que genera la pérdida de fluorescencia (AUC [AUCAOX AUCno AOX] con respecto a un
blanco. Una curva de trolox fue utilizada como estandar (concentracion de 25 a 100 uM). Los
datos se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox (ET) por 100 g de muestra seca
(umol ET /100 g bs) (Ou y col 2001; Prior y col 2003).
b Método ABTS

Las capacidades antioxidantes de extractos libres y ligados de tortillas nixtamalizadas y
extrudidas para la eliminacién de radicales libres se estimo en términos de la actividad captadora
de radicales libres mediante el ensayo de decoloracion del cation radical ABTS propuesto por Re
y col (1999), el cual se basa en la reduccidn del radical ABTS+¢ por los antioxidantes presentes
en los extractos evaluados. EI ABTS se disolvié en agua desionizada a una concentration 7 mM.
Una solucion stock del catién radical ABTS (ABTS+¢) se generd mediante la reaccion de la
solucién de ABTS con persulfato potasico 2.45 mM (concentracién final) y permitiendo que la

mezcla reposara en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12 a 16 h antes de su uso. Una
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alicuota de la solucion con el radical ABTS++ se diluyé en PBS hasta alcanzar una absorbancia
de 0.7 £ 0.02 a 765 nm. Se tom6 una lectura del blanco y los extractos (20 mL) se transfirieron a
una cubeta de plastico y el ensayo se inicié al adicionar 1980 mL de la solucion ABTS+.. Se
midi6 la absorbancia a 735 nm 15 min después de la mezcla inicial y se calculd la pérdida de
absorbancia del ABTS«+ respecto a un blanco. Se preparé una curva de calibracion con Trolox y
los datos se expresaron como micromoles equivalentes de trolox (ET) por 100 g de muestra en
base seca (mmol de ET/100 g, bs).
c Método DPPH

La determinacion se llevd a cabo de acuerdo al método descrito por Brand-Williams y col
(1995), con algunas modificaciones. En una microplaca de 96 pozos se afiadieron 5 puntos de
curva de trolox (25, 50, 60, 75, 100 uM), 22 uL de extractos libres y ligados y 200 uL del radical
DPPH® (150 uM) en metanol. La mezcla fue agitada y mantenida en oscuridad a temperatura
ambiente 30 min. Las medidas de absorbancia se realizaron a 517 nm (A de maxima absorcion).
La concentracion de DPPH* en el medio de reaccién se calculd a partir de una curva de
calibracion obtenida por regresion lineal. Los resultados se expresaron como actividad
antioxidante micromoles equivalente de Trolox/100 g de muestra en base seca [umol ET/100 gr
(bs)]. Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.
7 Determinacion de la actividad antioxidante celular (AAC)
a Cultivo de células HepG2

La linea célular HepG2 fue cultivada en medio de crecimiento (WME complementado
con 5% de FBS, Hepes 10 mM, 2 mM L-glutamina, 5 mg / mL de insulina, 0.05 mg / mL de
hidrocortisona, 50 unidades / mL de penicilina, 50ug / mL estreptomicina, y 100 mg / mL de
gentamicina) y se mantuvieron a 37 °C y 5% de CO. (Wolfe y col 2008). Las células se
cambiaron de botella cada 2 a 3 dias, al alcanzar una confluencia del 80%. Las células HepG2
usadas para los experimentos posteriores corresponden a los pases entre 12 y 20.
b Ensayo de citotoxicidad

Se realiz6 una prueba de citotoxicidad de los extractos libres y ligados hacia células
HepG2 utilizando el ensayo azul de metileno modificado (Felice y col 2009; Wolfe y col 2008).
Las células HepG2 se sembraron a una densidad de 4 x 104/ pocillo en una placa de 96 pozos
en 100 uL de medio de crecimiento, y se incubaron durante 24 h a 37 °C y 5% CO,. Se retird el
medio de crecimiento y las células se lavaron con PBS. Se afiadieron 100 uL de medio de
tratamiento (WME complementado con 2 mM L-glutamina y 10 mM Hepes) con diferentes

54



concentraciones de extractos libres y ligados de las muestras a cada pocillo; los pozos que
recibieron medio sin extracto sirvieron como control. Después de 24 h de incubacion a 37 ° C se
elimino el medio de tratamiento y las células se lavaron con PBS. Las células se incubaron por 1
h a 37° C después de la adicién de 50 pL de solucién de tincién con azul de metileno (98%
HBSS, 0.67% de gluteraldehido, 0.6% azul de metileno) a cada pozo. Después de la incubacion,
se retird la solucién de tefiido y la placa se sumergio en agua desionizada fresca tres veces o
hasta que el agua estuviera clara. La placa se dej6 secar al aire antes de afiadir 100 uL de
solucién de elucion (49% PBS, etanol al 50%, acido acético al 1%) a cada pocillo. La microplaca
se colocd en un agitador de sobremesa por 20 min para permitir una eluciéon uniforme. La
absorbancia fue registrada a 570 nm con sustraccion del blanco utilizando un lector de
microplaca (SynergyTM HY Multi-Detection, BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA). Las diferentes
concentraciones de los compuestos libres o ligados que disminuyeron la absorbancia > 10% en
comparacion con el control, se consideraron citotoxicas.

c Ensayo de actividad antioxidante celular (AAC)

Para el ensayo de AAC, las células HepG2, de los pases 12 y 20, se sembraron en placa
de 96 pozos a una densidad de 6 x 104/ pozo en 100 uL de medio de crecimiento. Los pocillos
externos se llenaron con 100 UL de PBS para crear una atmosfera con humedad y reducir las
fluctuaciones. Después de 24 h de incubacién a 37 °C con 5% de CO2 / 95% O, se elimind el
medio de crecimiento y las células se lavaron con 100 uL de PBS estéril. Los pocillos por
triplicado se trataron durante 1 h con 100 uL de medio de tratamiento que contiene los extractos
(quercetina o muestra) con 25 mM DCFH-DA. En el protocolo “de lavado PBS”, los pocillos se
lavaron con 100 pL de PBS, mientras que en el protocolo “no lavado PBS” los pozos no se
lavaron. Se adicioné 100 uL de AAPH (600 uM) en HBSS (solucion bufer de Hanks) sin rojo fenol
a cada pocillo. La placa se colocoé inmediatamente en un lector de microplacas pre-calentado
(37°C) (Synergy™ HY Multi-Detection, BioTek, Inc., Winooski, VT, EUA) para la generacion de la
cinética. Se utilizd el filtro de emisién de 485 nm v filtro de excitacién de 528 nm, con un ajuste
de sensibilidad de 50. La lectura de fluorescencia se tom6 cada 5 min durante 1 h. En cada
placa, también se incluyeron tres pozos de control y tres de blanco. Los pocillos de control
contenian medio de tratamiento con DCFH-DA y HBSS con AAPH. Los pozos en blanco
contenian medio de tratamiento con DCFH-DA y HBSS sin AAPH (Wolfe y Liu 2007).

d Cuantificacion de AAC
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Después de la sustraccion del blanco a los valores iniciales de fluorescencia, se calculd
el area bajo la curva de fluorescencia frente al tiempo para determinar el valor de AAC a cada
concentracion de extracto de maiz y tortilla. La siguiente ecuacion fue utilizada para este ensayo:

AAC (unidades) = 1 - (JSA/ JCA)
donde: | SA es el area integrada bajo la muestra en la curva de fluorescencia frente al tiempo, y [
CA es el area integrada bajo el control de la curva de fluorescencia frente al tiempo. La dosis
media efectiva (EC50) de los extractos de maiz y tortilla fue calculada por el grafico de efectos
medios del log (fa / fu) frente a log (dosis), donde fa es la fraccion afectada por el tratamiento
(Unidades AAC) y fu es la fraccion no afectada (1 — Unidades AAC) por el tratamiento. Los
valores de EC50 se expresaron como la media + desviacion estandar utilizando conjuntos de
datos por triplicado obtenidos a partir del mismo experimento. Los valores de EC50 se
convirtieron en valores de AAC, que se expresan como micromoles equivalentes de quercetina
(EQ) por 100 g de muestra, utilizando el valor medio de EC50 para la quercetina a partir de tres
experimentos separados.
8 Evaluacion del potencial inhibitorio de proliferacion en células de cancer de colon
humano (HT-29) y células antitumorales (NIH-3T3)
a Cultivo de células

Las lineas celulares HT-29 (human colorectal adenocarcinoma cell) y NIH-3T3 (mouse
embryonic fibroblast cells) se obtuvieron de ATCC, Manassas, VA, USA. HT-29 fueron cultivadas
con medio de crecimiento Gibco McCoy’'s 5A complementado con 10% de FBS, mientras que
NIH-3T3 fueron cultivadas con medio de crecimiento Dulbecco’s Minimum Essential Medium
(DMEM) complementado con 10% de FBS, ambas lineas se mantuvieron a 37 °C y 5% de CO»>.
Las células HT-29 y NIH-3T3 usadas para los experimentos correspondieron a los pases entre 5
y 12, y entre los pases 25 y 35, respectivamente.

b Ensayo de proliferaciéon celular

Las células (HT-29 y NIH-3T3) se utilizaron a una densidad de 2 x 104/ pozo en 100 L
de medio de crecimiento en una placa de 96 pozos. Después de 24 h de incubacién a 37°C en
atmosfera de diéxido de carbono, con una humedad del 85% para permitir la adhesion celular,
las células se trataron sustituyendo el medio de crecimiento por 100 uL de DMEM medio que
contenia los extractos ligados de las tortillas de maices nixtamalizados y extrudidos a diferentes
concentraciones 5, 10, 20 y 35 mg/mL y se incubaron a 6 h bajo las mismas condiciones. El

control recibié todo excepto los extractos. Los extractos ligados se utilizaron para medir la
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habilidad de las muestras para inhibir la proliferacion celular. La proliferacion celular se
determind usando el reactivo MTT Cell Proliferation Assay (Sigma, St Louis, MO) basado en
ensayo colorimétrico. La proliferacion celular fue medida por la habilidad de reducir el compuesto
(bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio, azul de tiazolilo) (MTT) a formazan.
Después de 4 h de incubacién y 1 h de agitacion con solvente (0.04 - 0.1 N HCI en isopropanol)

para disolver los cristales de formazan, la absorbancia se midio6 a 570 nm en un lector de

microplatos (SynergyTM HT Multi-Detection, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT). Este
ensayo se realizd tres veces por separado.
c Determinacion de la Clso

Se determind la Concentracion Inhibitoria 50 (Clso) a través de la curva dosis respuesta
de las concentraciones de extractos ligados del maiz crudo, tortilla nixtamalizada y tortilla
extrudida utilizadas en el ensayo de citotoxicidad por MTT, las cuales fueron 5, 10, 20, 35 y 50
mg/mL, posteriormente se calcularon los datos de dichas concentraciones en logaritmo base 10
con el programa GraphPad Prisma 6 para obtener Clso.
d Evaluacién de la muerte celular. Apoptosis y necrosis

Los cultivos celulares se sembraron en placas de 24 pozos con medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino (SFB, 10%, v/v), después de 24 h se retird el medio y se
adicionaron los extractos ligados de las tortillas de maiz criollo azul nixtamalizado y extrudido a
diferentes concentraciones, se dejaron en incubacion durante 6 h. Posteriormente, las células se
separaron de los pozos con tripsina, se lavaron con PBS y se centrifugaron hasta obtener un
pellet de células, a éstas se le afiadidé 100 uL de buffer, 1 mL de yoduro de propidio y 5 mL de
anexina y se dejaron incubar 15 min en la campana de cultivo. Finalizada la incubacion, cada
muestra se analizé en el citdmetro de flujo (Beckman Coulter Celular Cytomics FC500) hasta
contabilizar 3 000 eventos celulares. Se considerardn que la poblacién de células positiva para el
marcaje con anexina y negativa para yoduro de propidio se encuentra en apoptosis temprana,
mientras que la poblacién positiva para ambos marcajes corresponde a células en apoptosis
total y necrosis.
9 Andlisis estadistico

Se utilizaron procedimientos ANOVA para el analisis de los resultados experimentales
utilizando el software Minitab versién 2013. Las diferencias entre tratamientos se determinaron

con pruebas de comparacion de Tukey
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Vil RESULTADOS Y DISCUSION
A TORTILLAS DE MAICES NIXTAMALIZADOS Y EXTRUDIDOS

Se obtuvieron harinas de maiz criollo azul (A-512) y blanco comercial (B-111)
nixtamalizadas y extrudidas aptas para la elaboracion de tortillas. Las tortillas presentaron
propiedades funcionales (hinchabilidad / rolabilidad) y sensoriales (aceptabilidad) aceptables (Fig
16).

B NIVELES Y PERFILES DE FITOQUIMICOS (CONTENIDO DE FENOLICOS TOTALES,
ANTOCIANINAS Y ACIDOS FENOLICOS) DE TORTILLAS DE MAIZ CRIOLLO AZUL Y
BLANCO COMERCIAL. EFECTO DEL PROCESO DE NIXTAMALIZACION TRADICIONAL Y
COCCION ALCALINA POR EXTRUSION

1 Contenido de fendlicos totales

El contenido de fendlicos totales (CFT) se determind como la suma de fendlicos libres y
ligados en genotipos de maiz crudo y tortillas elaboradas por los procesos de nixtamalizacion y
extrusion (Cuadro 3). Los materiales sin procesar presentaron los mayores (p < 0.05) valores de
CFT (A-512 = 244.0 y B-111 = 231.1 mg EAG/100 g bs). Estas cantidades de CFT de maiz
criollo y blanco comercial fueron similares a las obtenidas en diferentes maices mexicanos,
chilenos y koreanos pigmentados, reportadas anteriormente (Salinas-Moreno y col 2012;
Gonzalez-Mufioz y col 2013; Kang Mo y col 2014). Sin embargo, Lopez-Martinez y col (2009)
informé el CFT de dieciocho maices pigmentados mexicanos mas altos que los reportados en
nuestro estudio. Las diferencias observadas en el contenido de fendlicos totales podrian ser
atribuidas a antecedentes genéticos del grano, propiedades fisicas del grano y particularmente a
la relacion relativa de las partes anatdmicas del grano de maiz desde el pericarpio hasta el
endospermo y capa de aleurona, las cuales son las mas ricas en compuestos fenélicos (Adom y
Liu 2002).

Los dos procesos de coccion utilizados para preparar tortillas afectaron
significativamente (p < 0.05) en los niveles de fendlicos en comparacion con los granos crudos.
Las tortillas extrudidas contenian aproximadamente el doble de CFT que las preparadas a partir
de la harina nixtamalizada. La mayor retencidn y estabilidad de los compuestos fendlicos en
tortillas extrudidas (> 80.3%) podria atribuirse probablemente al corto tiempo de proceso térmico
del grano entero; por otra parte, durante el proceso de extrusién no hay pérdidas del componente

anatomico del grano de maiz (Mora-Rochin y col 2010; Corrales-Bafiuelos y col 2016).
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a) A-512 b) B-111

¢) A-512 d) B-111

Fig 16. Tortillas; (a, b) Nixtamalizacién; (c, d) Extrusion; (e) Hinchabilidad; (f) Rolabilidad.
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Cuadro 3. Contenido de fendlicos totales y porcentaje de contribucion en maiz criollo azul y

blanco comercial y en sus tortillas obtenidas por los procesos de nixtamalizacidn y extrusion.

Contenido de Fendlicos
[mg equivalentes de acido galico (EAG) / 100 g base seca (bs)]
Maiz  Producto Libre % Ligado % Total %

A-512 Crudo 412+1.9 169 2028+3.1> 83.1 2440+£5.12
21727 179  997+£3.0c 821 1214 +2.6¢ 49.8

TN

TE 208+12c 102 1830+1.7° 898  203.8+2.5> 83.5
B-111 Crudo 32618~ 141 2005+432 868  231.1+3.9°

TN 16.3+1.2¢ 148 942+38 852 110.5+4.1¢ 47.8

TE 21704 117 1639+42> 883  185.6+3.8° 80.3

Valores dentro de columnas sin letras en comun son diferentes (p < 0.05); TN = tortillas elaboradas con

maiz nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.
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Sin embargo, el menor porcentaje de retencion de CFT en tortillas nixtamalizadas (47.8 a
49.8%) podria estar relacionado con el efecto combinado del pH alcalino alto y altas
temperaturas durante el proceso de nixtamalizacion, asi como las pérdidas fisicas del pericarpio
y la lixiviaciéon de fenoles en el licor de coccion (Mora-Rochin y col 2010). Estudios similares
también han encontrando reducciones de CFT en tortillas nixtamalizadas (De la Parra y col 2007;
Mora-Rochin y col 2010).

En este estudio, se observo que el genotipo A-512 arrojé los mayores (p < 0.05) valores
en el CFT durante el proceso de nixtamalizacion (121.4 mg EAG/100 g bs) asi como en el
proceso de extrusion (203.8 mg EAG/100 g bs), cuando fueron comparados con las tortillas del
genotipo B-111 elaboradas por el proceso de nixtamalizacion (110.5 mg EAG/100 g bs) y
extrusion (185.6 mg EAG/100 g bs). Esto puede ser atribuido a la genética de cada material, asi
como también al tipo de fendlicos que estos contengan.

Por otro lado, en nuestro estudio, se observd que la mayoria de los compuestos
fendlicos presentes en maiz crudo, asi como en tortillas nixtamalizadas y extrudidas, se
encuentran en forma ligada. La contribucién porcentual de los compuestos fendlicos ligados al
total vari6 de 83.1 a 86.8% en el maiz sin procesar, mientras que en las tortillas nixtamalizadas y
extrudidas oscilaron entre 82.1'y 85.2% y 88.3 y 89.8% respectivamente (Cuadro 3).

2 Contenido de antocianinas totales

Las antocianinas se encuentran principalmente en el pericarpio y/o capa de aleurona; las
principales antocianinas presentes en maiz azul son cianidina, pelargonidina y peonidina
(Salinas-Moreno y col 2003). Ademas son las responsables del color final de la tortilla de color
azul.

La mayor (p < 0.05) concentracion de antocianinas totales se observé en el maiz azul sin
procesar (26.2 mg ECG/100 g bs) (Cuadro 4). En un estudio reciente, Mora-Rochin y col (2016)
reportd un rango de antocianinas totales de 14.1 a 33.7 mg ECG/100 g bs en quince genotipos
de maiz azul criollo originarios del estado de Sinaloa. La variabilidad en el contenido de
antocianinas podria ser atribuida principalmente a la genética de cada genotipo. Sin embargo,
diversos factores ambientales: luz visible, radiacién ultravioleta, bajas temperaturas, sequias,
estrés hidrico, entre otros, han manifestado inducir la acumulacion de antocianinas en las plantas
(Chalker-Scott 1999).

Ambos procesos (nixtamalizacion y extrusién) causaron perdidas (p < 0.05) en el

contenido de antocianinas cuando fueron comparados con los granos sin procesar. Las tortillas
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Cuadro 4. Contenido de antocianinas totales y porcentaje de contribucién de maiz criollo azul y

sus tortillas elaboradas por los procesos de nixtamalizacion y extrusion.

Contenido de Antocianinas Totales [mg equivalentes de cianidina-

Maiz Producto 3-glucésido (ECG) /100 g base seca (bs)]
%
A-512 Crudo 26.2+0.52
TN 12.3£0.1b 46.9
TE 6.70.1¢ 25.6

Valores dentro de columnas sin letras en comun son diferentes (p < 0.05); TN = tortillas elaboradas con

maiz nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.
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de los maices azules elaboradas por el proceso de nixtamalizacion presentaron mayores (p <
0.05) valores comparadas con las obtenidas por el proceso de extrusion, con un porcentaje de
retencion de 46.9%; mientras que en las tortillas elaboradas por extrusion el porcentaje de
retencion fue de 25.6%. En este estudio, las tortillas extrudidas mostraron pérdidas mas altas (p
< 0.05) que las nixtamalizadas, lo que se puede atribuir a que durante el proceso de extrusion el
grano entero esta fragmentado dejando el pericarpio y la capa de aleurona mas disponibles para
efectos alcalinos y térmicos, de igual manera, el hidroxido de calcio que ha sido afiadido durante
el proceso de extrusion nunca se elimina, al contrario de lo que ocurre en la nixtamalizacién. En
ese sentido, Sanchez-Madrigal y col (2015) observé que al aumentar las concentraciones de
calcio durante el proceso de extrusion de maiz azul para obtener harinas, las antocianinas
totales mostraron porcentajes de perdidas de 47 a 59%.

3 Contenido de acidos fendlicos

Diversos estudios han investigado la composicion fendlica de diversos granos de
cereales, no sblo por sus funciones estructurales de la pared celular, sino también por sus
propiedades bioactivas y antioxidantes. Algunos acidos hidroxicinamicos tales como sinapico,
ferulico y p-cumarico han sido identificados en diferentes genotipos de maiz blanco (Kennedy y
col 1999; Bily y col 2004). El perfil de acidos fendlicos por HPLC de extractos libres y ligados de
maiz azul y blanco comercial fue similar en maices crudos y sus tortillas con la presencia de seis
picos como se muestra en las Fig 17 y 18. Se lograron identificar seis diferentes acidos
fendlicos, incluyendo p-hidroxibenzoico, siringico, vanilico, sinapico, p-cumarico y ferdlico. Los
resultados indicaron que los acidos vanilico y siringico sdlo se encontraron en la fraccion ligada.
Todos los demas acidos fendlicos se presentaron en las fracciones libres y ligadas. Los acidos
ferulico y p-cumarico fueron los compuestos fendlicos predominantes en ambos maices crudos,
que varié de 168.4 a 1859 y 15.6 a 21.4 mg de acido fendlico/100 g bs, respectivamente
(Cuadro 5).

La transformacién de grano a tortilla por el proceso de nixtamalizacion causo
disminuciones (p < 0.05) en el contenido total de acidos fenolicos cuando se compararon con el
maiz sin procesar, observando disminuciones de hasta un 70%. Esta disminucion puede ser
atribuida a la pérdida del pericarpio durante la etapa de coccién, reposo y lavado durante el
proceso de nixtamalizacion, parte anatdmica donde se encuentra el mayor contenido de &cidos
fendlicos en el maiz. Por otro lado, las tortillas elaboradas via extrusion no mostraron diferencia

significativa en el contenido de acidos fendlicos totales comparadas con los granos crudos.

63



Absorbance (mAU)

Absorbance (mAU)

Absorbance (mAU)

350

p-Hidroxibenzoic ———

A)
300
250 N
- Sinapic
200
150 ) p-Cumaric )
: Catechin Ferulic
100 T
) T UL_—\___/\V\/\//\_,\
0
. UL L L L L LU T 1T T Ty r T T T r T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (min)
350  p-Hidroxibenzoic ——>
: B)
300
250
2003 Sinapic
150 .
E p-Cumaric Ferulic
10075 Catechin T /
o
I I I | I I I I | I I I I I 1 I I | T T T T 1 T 1 1 1 1 1 1 1 I I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (min)
350
= p-Hidroxibenzoic ——> C)
300
250
200} Sinapic
150
“ p-Cumaric ;
100} Catechin Ferulic
50 T “ T /
0]
I I I | I I I I | 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] I I 1
0 10 15 20 25 30 35 40
Time (min)

Fig 17. Perfil de &cidos fendlicos por HPLC de extractos libres de maiz azul. A) Crudo, B) TN y
C) TE.

64




Absorbance (mAU)

——= Ferulic A)

3 P-Curnaric
20 Sinapic

A P-Hidroxibenzoic Siringic

Yanilic

0 5 10 15 2|0 25 30 35 40
Time (min)

653 B)

2 205 P-Curnaric ) — 5 Ferulic
E ) ) ) Sinapic

15 P-Hidroxibenzoic Siringic

107 Yanilic

.
\

o

210 25 30 35 40
Time (min)

=
m
iy
o
iy
(5,

— = Ferulic

55 C)

255 P-Cumaric
203 Sinapic

P-Hidroxibenzoic Siringic

N

(53]

o
LU )

o

T T T T | T T T T 1 T T T T | T 1 T T I T T T T T 1 T T T T | J T T T
20 30 35 40
Time (min)

o
5]
Y
o
-
m
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Cuadro 5. Composicién de acidos fendlicos en maiz criollo azul y blanco comercial y en sus tortillas obtenidas por los procesos de nixtamalizacion y extrusion.

Acidos fenélicos

[mg acido fendlico/100 g base seca (bs)]

Maiz/ Fraccion Siringico Vanilico p-Hidroxibenzoico p-Cumarico Sinapico Ferulico Total
Producto
A-512
Crudo Total 0.9+£0.00 2.1+0.00 09+0.00 15.6 £ 0.2° 42+0.3° 168.4 +4.2¢ 192.1 £4.3¢
Libre ND ND 0.4 £0.0a 1.1+0.02 0.3+0.00 0.4 0.0 22102
Ligado 0.9+0.00 2.1+0.00 0.5+0.0 14.5+0.2° 38+0.3 168.0 £ 4.2¢ 189.8 £ 3.2«
N Total 0.8+0.1 1.9+0.1b 1.0+ 0.0 8.2+0.2a 6.0+0.32 474 +2.0a 65.3 £ 2.6¢
Libre ND ND 0.5+0.0a 0.7 £0.0a 0.5+0.00 2.7+0.2a 44+0.39
Ligado 0.8+0.1p 1.9+0.1° 05+0.00 75+0.3 55+0.3 447 +1.8¢ 60.9 + 4.3¢f
TE Total 1.5+ 0.00 3.0£0.00 1.3£0.00 18.0 £ 0.9° 8.8+0.5° 167.4 £ 5.6¢ 200.0 £ 4.6bc
Libre ND ND 0.7 £0.00 0.8+0.00 05+0.00 1.6 £ 0.64 3.6+0.3"
Ligado 1.5+ 0.0 3.0+0.00 0.6+0.00 17.2 £ 0.9° 82+0.5 165.8 + 5.2¢ 196.3 + 4.3¢
B-111
Crudo Total 1.6+0.00 3.1£0.00 0.8+0.00 214 £0.7° 24+0.0° 185.9 + 1.1¢ 2152+ 1.82
Libre ND ND 0.4 £0.0a 0.9 £0.0a 04 +0.00 0.2 +0.0a 1.9+0.3
Ligado 1.6 £ 0.00 3.1£0.00 04£0.00 20.5%0.72 2.1+0.00 185.7 £ 1.1a 2134 £4.3
™ Total 1.5+0.10 25+0.1b 09+0.00 8.9 +0.0a 24+0.32 494 + 1.62 65.5 + 1.8¢
Libre ND ND 0.4 +0.00 0.6 +£0.00 0.3+0.00 23022 3.6+0.3"
Ligado 1.5+0.1° 25010 05+0.00 8.3 +0.00 2.1+0.00 47.1 £ 4942 62.0 + 4.3¢f
TE Total 2.2+0.00 32+0.00 0.8+0.00 21.3+£0.0° 6.07+ 0.0 178.7 £ 0.5¢ 2152+ 1.82
Libre ND ND 0.3+0.00 0.6 +£0.00 0.3+0.12 05%0.12 1.7+£0.3
Ligado 2.2+0.00 32+0.00 05+0.00 20.7 £0.0° 6.3+1.1° 178.2 £ 2.42 211.1£2.32

Valores dentro de columnas sin letras en comun son diferentes (p < 0.05); TN = tortillas elaboradas con maiz nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.
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Contrario al proceso de nixtamalizacion, en la extrusién permanecen todas las partes anatémicas
del grano incluyendo el pericarpio y capa de aleurona. Estas caracteristicas del proceso de
extrusion, hacen que las tortillas obtenidas por dicho proceso contengan 3.6 veces mas acido
ferulico que las tortillas nixtamalizadas (Cuadro 5). La tortillas extrudidas de los genotipos A-512
y B-111 retuvieron 94.1'y 96.1% de &cido ferulico total comparado con los granos crudos. Mora-
Rochin y col (2010) reportaron resultados similares con 96.7% de retencion de acido ferdlico en
|a tortilla de maiz azul producida a partir de harina extrudida. Nuestro estudio mostré que el &cido
ferulico sometido al proceso de nixtamalizacion podria perderse en el pericarpio que se elimina
en el proceso, hasta un 75% en comparacién con el maiz crudo. De acuerdo con estos
resultados, esta es la primera vez que los perfiles de acidos fendlicos en forma ligada han sido
reportados para las tortillas extrudidas y nixtamalizadas.

C BIOACTIVIDAD DE ANTIOXIDANTES EN TORTILLAS ELABORADAS CON MAIZ
CRIOLLO AZUL Y BLANCO COMERCIAL. EFECTO DEL PROCESO DE NIXTAMALIZACION
TRADICIONAL Y COCCION ALCALINA POR EXTRUSION

1 Determinacion de capacidad antioxidante quimica (ORAC, ABTS y DPPH)

La capacidad antioxidante de los granos enteros y sus tortillas producidas por ambos
procesos se evaluaron utilizando ensayos quimicos ORAC, DPPH y ABTS (Cuadro 6). Los tres
ensayos de capacidad antioxidante se basan en diferentes mecanismos: transferencia de un solo
electrén para los métodos DPPH y ABTS y transferencia de atomos de hidrégeno para el método
de ORAC (Huang y col 2005). El primero mide la capacidad reductora de los antioxidantes vy el
segundo mide la capacidad donante de atomos de hidrégeno de antioxidantes que rompen la
reaccion radical en cadena. Por lo tanto, los resultados de estos tres ensayos pueden
proporcionar informacién util sobre las propiedades de los antioxidantes contenidos en maiz y
tortillas. En general, la actividad antioxidante de las tortillas azules se encuentra en el siguiente
orden: ORAC> ABTS> DPPH. Las metodologias utilizadas en este estudio se han utilizado
ampliamente para medir la actividad antioxidante en la ciencia de los alimentos. Sin embargo, es
importante mencionar que no pueden compararse porque cada uno mide la inhibicion de
diferentes radicales.

La capacidad antioxidante total del maiz azul y blanco comercial crudos utilizando las
pruebas ORAC, DPPH y ABTS oscilaron entre 9357.7-10058.8, 3164.8-3265.7 y 7614.8-8733.1
pumol ET / 100g bs, respectivamente (Cuadro 6). Los fendlicos ligados de los granos crudos

fueron los principales contribuyentes (84.3 a 87.8%) a la capacidad antioxidante total. Diferentes
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Cuadro 6. Capacidad antioxidante quimica de maiz criollo azul y blanco comercial y en tortillas obtenidas por los procesos de nixtamalizacién y extrusion.

ORAC! DPPH! ABTS!
Genotipo  Producto Libre Ligado Total Libre Ligado Total Libre Ligado Total
A-512 Crudo 1616.6+127.02  8486.1£588.22  10058.8£740.92 | 570.9437.2a  2674.4+139.92  3164.8+185.62 | 932.4+15.52 6682.4+49.9>  7614.8+41.8
TN 1571.2493.22  4296.4+376.9>  5941.3+403.4> | 428.3+10.4>  14754+113.6° 1903.7£108.7> | 725.7426.2>  5555.9+291.9c  6281.6+295.5¢
TE 1283.2+115.3> 8466.2.6+213.32  9749.4+184.0= | 376.1£16.1bc  2583.3+132.12  3060.8+242.92 | 623.5+13.9¢  6623.0£219.26 7246.5£232.1bc
B-111 Crudo 991.9+42.5¢¢ 84894476252  9357.74834.72 | 589.7+48.82 2835.9474.22  3265.7£79.92 | 609.4+22.9c  8123.7+320.6a  8733.1£309.9
TN 977.1465.80c  4016.9£374.8°  5128.0+366.1> | 324.6+0.2« 1138.5444.8>  1463.7444.9¢ | 533.7+11.4¢  6160.6+357.8>c  6694.4+368.9
TE 844.2+38.6¢  8378.3£291.32  9222.4+317.22 | 277.6£12.3¢ 2740.2468.9e  3017.8+61.92 | 406.3+28.2¢  7943.2+182.9a  8349.5+167.6°

[umol equivalentes de trolox (ET)/100 g base seca (bs)]; valores dentro de columnas sin letras en comun son diferentes (p < 0.05); TN = tortillas elaboradas con maiz

nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.
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investigaciones han reportado que los polifenoles ligados son los contribuyentes mas
importantes al contenido de antioxidantes y esta fraccion representa aproximadamente el 98%
del contenido total de antioxidantes en el maiz (Mora-Rochin y col 2010; Aguayo-Rojas y col
2012).

La capacidad antioxidante total disminuyé como resultado del procesamiento térmico
cuando ambos granos se transformaron en tortillas. Los valores de ORAC, DPPH y ABTS para
las tortillas extrudidas de los dos genotipos oscilaron entre 9222.4-9749.4, 3017.8-3060.8 y
7246.5-8349.5 pmol ET / 100 g bs, respectivamente (Cuadro 6). La retencion de los niveles de
capacidad antioxidante en tortillas extrudidas fue mayor (p < 0.05) en comparacidn con las
tortillas elaboradas por el proceso de nixtamalizacion. Nuestros resultados indicaron que la
propuesta de extrusidn coccion es una estrategia fundamental para retener altos niveles de
fitoquimicos (fenodlicos totales y acidos fendlicos), y el contenido de antioxidantes asociados con
granos crudos. Esto es importante cuando se consideran los beneficios para la salud de los
productos de granos enteros.

2 Actividad antioxidante celular (AAC)

El método AAC tiene enormes ventajas sobre los ensayos de capacidad antioxidante
quimicos. Este ensayo proporciona mas informacion, ya que toma en cuenta la captacion celular,
la distribucion, la bioaccesibilidad y el metabolismo de componentes bioactivos, y por lo tanto
proporciona una mejor prediccion de la capacidad antioxidante de dichos compuestos. La
actividad antioxidante celular se midié usando los protocolos con y sin lavado con PBS para
tratar a las células después de la incubacion. Entre los maices crudos, los genotipos A-512 y B-
111, con el protocolo sin lavado con PBS se observé que la AAC total varié de 37.7 a 99.3 umol
EQ /100 g (bs), respectivamente, mientras que con el protocolo de lavado con PBS, el maiz azul
mostré la mayor AAC, con un valor de 18.7 umol EQ / 100 g (bs), seguido por el maiz blanco,
que presento valores de AAC de 11.4 ymol EQ/ 100 g de (bs) (Cuadro 7).

Las fracciones ligadas de los maices crudos presentaron los valores de AAC mas altos
que los de las fracciones libres, en ambos protocolos de PBS. La contribucion de los fendlicos
ligados a los valores totales de AAC fueron de 93.8 a 96.6% sin lavado con PBS, mientras que
los compuestos fenolicos ligados aportaron 79.8 a 84.0% en lavado con PBS (Cuadro 7). Estos
fendlicos son fisiolégicamente esenciales, ya que esas fracciones pueden pasar a través del
estdmago y del intestino delgado llegando al colon, donde podrian tener un efecto antioxidante in
situ (Chandrasekara y Shahidi 2012).
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Cuadro 7. Actividad antioxidante celular (AAC) de las fracciones libres, ligadas y totales de maiz azul y blanco comercial y sus tortillas elaboradas por los

procesos de nixtamalizacion y extrusion.

Sin lavado PBS Con lavado PBS
Genotipo  Producto AAC (umol EQ/100 g bs) AAC (umol EQ/100 g bs)
Libre Ligado Total Retencion (%) Libre Ligado Total Retencion (%)
6.2 £0.12 93.1+15¢ 99.3 +1.8¢ 3.0 £0.00 15.7 £ 0.9% 18.7 +1.52
A-512 Crudo (6.2) (93.8) (16.0) (84.0)
N 55+0.2 343+£0.3 39.8 £0.8¢ 40.1 £1.4¢ 2.6+ 0.19 6.5+0.3 9.1 £0.6 48.7 £1.5°
(13.8) (86.2) (28.6) (71.4)
TE 3.6+0.2d 489 +1.2¢ 78.2 +1.44 78.8.+2.72 3.7+0.1d 10.8 £0.7¢ 145 £0.8° 775 +2.52
(7.2) (92.8) (25.5) (74.5)
B111 Crudo 1.3+0.3 36.4 £2.3 37.7 £2.38 23+0.2 9.1+£0.9 114 +0.22
(3.4) (96.6) (20.2) (79.8)
1.5+0.2° 15.6 £ 0.9 171 £ 1.1¢ 454 +1.4b 21 +£0.2° 3.3+0.2 5.4 +0.6 474 +1.5¢
™ (8.8) 91.2) (38.9) (61.1)
TE 2.3+0.1d 248+1.8° 28.5 1.9 75.6 +2.62 25+0.20 58%0.7d 8.3 £0.7° 72.8 £1.72
(8.1) (91.9) (30.1) (69.9)

1Los valores entre paréntesis indican la contribucion porcentual de esta fraccion correspondiente a la CAA total; valores dentro de columnas sin letras en comudn son diferentes

(p <0.05); TN = tortillas elaboradas con maiz nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.
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Tanto el proceso de nixtamalizacién como el de extrusion utilizados para la elaboracién de
tortillas en el presente estudio causaron una disminucion (p < 0.05) de AAC en comparacion con
los granos crudos. Las cantidades reportadas en este estudio de AAC totales en el protocolo sin
lavado con PBS para tortillas nixtamalizadas y extrudidas preparadas oscilaron entre 17.1y 39.8
pmol EQ/100 g (bs) y 28.5 a 78.2 pmol EQ/100 g (bs), respectivamente. Sin embargo, en el
protocolo de lavado con PBS, los valores AAC total oscilaron entre 5.4 y 9.1 ymol EQ/100 g (bs)
para tortillas nixtamalizadas y de 8.3 a 14.5 umol EQ/100 g (bs) para tortillas extrudidas.

En ambos protocolos, los valores de AAC totales de las tortillas preparadas con harina
de maiz nixtamalizado fueron menores (p < 0.05) en comparacién con las tortillas elaboradas
con harinas de maiz extrudido (Cuadro 7). En general, la reduccion de la AAC de las muestras
de maiz pigmentado y blanco comercial durante la elaboracion de las tortillas podria atribuirse a
los efectos combinados del procesamiento alcalino y térmico, que facilitan la pérdida de ciertos
compuestos antioxidantes y la reduccion de los compuestos fendlicos totales.

Interesantemente, se observd una retencion de los valores de AAC en tortillas extrudidas
(>77.8% sin lavado con PBS y >70.7% con lavado con PBS). En ese sentido, se mostrd una
retencion significativa de los valores de AAC en comparacion con los granos crudos en tortillas
extrudidas del genotipo A-512 (78.8% sin lavado con PBS y 77.5% con lavado con PBS). Esta
retencion se atribuye principalmente al proceso de extrusion coccion de corta duracion de los
granos enteros.

Los valores de AAC de los fitoquimicos libres y ligados del maiz criollo azul y blanco
comercial asi como de sus tortillas fueron determinados por primera vez en la presente
investigacion. De acuerdo con la literatura, existen reportes de valores de AAC en otros cereales
(Kremer-Faller y col 2012; Zhang y col 2014) que comparados con los mostrados en este estudio
son menores que los reportados en los genotipos A-512 y B-111.

3 Valores de ECso por AAC

Los valores de ECso (mg/mL) indican la concentracion de muestra necesaria para inhibir
el 50% de la fluorescencia de la DCF por la oxidacion provocada por los radicales peroxilo en
células HepG2 en comparacién con un blanco. Esto significa que mientras méas bajo sea el valor
de ECso de una muestra, mayor es su actividad antioxidante. Los valores de ECso de los
extractos libres y ligados de maiz azul y blanco comercial y sus tortillas obtenidas por los
procesos de nixtamalizacion y extrusion se muestran en el Cuadro 8. La oxidacién de DCFH fue

inhibida por los protocolos de lavado con PBS y no lavado con PBS entre la aplicacion de los
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Cuadro 8. Valores de ECso de extractos libres y ligados de maiz azul y blanco comercial y de

tortillas elaboradas por los procesos de nixtamalizacion y extrusion.

Sin lavado PBS Con lavado PBS
ECso (mg/mL) ECs (mg/mL)
Maiz Producto Libre Ligado Libre Ligado
A-512 Crudo 113.7 £ 1.6¢ 76+0.8¢ 4393 £2.7° 83.5 £ 4.6¢
TN 128.5+1.14 93.1+6.2° 496.7 + 12.3bc 184.9 £ 2.3
TE 197.6 £ 1.0 14.4 £ 1.0« 352.6 + 10.5¢ 375+1.2f
B-111 Crudo 554.0 + 1.62 19.3+0.0° 578.7 £ 8.1a 143.8 £ 2.8¢
TN 476.5+ 2.5 1354 £7.92 481.1+£218>  2726+0.72
TE 189.8 £ 9.3¢ 6.0+ 0.5 530.3 £ 59.72 60.0 £ 1.0

Valores dentro de columnas sin letras en comun son diferentes (p < 0.05); TN = tortillas elaboradas con

maiz nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.
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extractos y el tratamiento con AAPH (generador de radicales libres). En comparacién con el
protocolo con lavado PBS, el protocolo sin lavado PBS presentd valores de ECso
significativamente mas bajos y una mayor AAC (Cuadro 8). De acuerdo con Wolfe y col (2008)
este resultado se atribuye al tipo especifico de los antioxidantes de la muestra y su ubicacién en
las células HepG2. Las diferencias en la solubilidad, tamafio molecular y la polaridad de la
amplia variedad de compuestos presentes en una matriz alimenticia, les proporcionan una
biodisponibilidad y distribucién unica a nivel de 6rganos y tejidos celulares, lo que permite la
bioactividad en muchos sitios.

En el protocolo sin lavado con PBS los extractos ligados presentaron menores valores (p
< 0.05) de ECso comparados con los extractos libres en todas las muestras (Cuadro 8). Los
valores de ECso obtenidos en esta fraccion, se deben principalmente a que mas del 80% de los
fitoquimicos en grano de maiz se encuentran ligados a pared celular, ademas, esta fraccion
proporciona mas del 80% de la actividad antioxidante. De igual manera los extractos ligados de
los maices sin procesar mostraron valores de ECso de 7.6 y 19.3 mg/mL para los genotipos A-
512 y B-111, respectivamente. En este mismo protocolo, las tortillas elaboradas por el proceso
de extrusion de ambos genotipos obtuvieron los valores (6.0 y 14.4 mg/mL) mas bajos
comparados con las tortillas elaboradas por el proceso de nixtamalizacion (93.1y 135.4 mg/mL).

En el protocolo con lavado con PBS los extractos ligados también presentaron menores
valores (p < 0.05) de ECso comparados con los extractos libres en todas las muestras (Cuadro
8). De forma interesante, nuevamente las tortillas extrudidas de ambos genotipos mostraron los
valores mas bajos de ECsq (37.5 y 60.0 mg/mL) comparados con las tortillas elaboradas por el
proceso de nixtamalizacion (184.9 y 272.6 mg/mL). Los productos obtenidos via extrusion, son
considerados integrales, es decir, el grano al ser procesado conserva todas las partes
anatomicas, sin embargo, en el proceso de nixtamalizacion, la fraccion del pericarpio (fraccién
donde se encuentra mas del 80% de los fendlicos en el grano de maiz), se desprende durante la
etapa de coccion y reposo.

Por lo tanto, el énfasis en la distribucién tanto del contenido de biocompuestos libres y
ligados, y su actividad antioxidante es clave para entender el potencial benéfico para la salud del
consumo de granos integrales (Wang y col 2014; Das y Singh 2015).

4 Calidad antioxidante celular
La Calidad Antioxidante Celular (CAC) es una medida de la actividad antioxidante celular

proporcionada por 100 umol de fenolicos totales encontrados en el extracto, por lo que brinda
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una medida del potencial de los antioxidantes presentes (Wolfe y Liu 2007; Song y col 2010). La
Calidad Antioxidante Celular (CACT) (suma de la CAC libre y ligada) (Cuadro 9) del grano crudo
y sus tortillas nixtamalizadas y extrudidas se determinaron a partir de sus valores de AAC y
contenidos de fendlicos totales, y fueron expresados como pmol equivalentes de quercetina (EQ)
por 100 umol de fendlicos. La CACT del grano crudo y sus tortillas nixtamalizadas y extrudidas
en el protocolo sin lavado con PBS vari6 desde 3.9 a 10.6, 2.5a4.2y 10.6 a 15.7 ymol EQ / 100
pmol de fendlicos totales, respectivamente. Mientras que en el protocolo con lavado con PBS,
estos valores fueron de 2.1 a 2.4,2.7 a 3.1y 5.3 a 5.6 ymol QE / 100 umol de fendlicos totales,
respectivamente. Para ambos protocolos, con y sin lavado PBS, las tortillas extrudidas mostraron
la mayor CACT, mientras que en tortillas nixtamalizadas fue observada una CACT maés baja o
similar al grano crudo.

De acuerdo a los resultados del presente estudio, si tomamos en cuenta no solo las
fracciones libres y ligadas de fitoquimicos de maices crudos y tortillas procesadas, la CACT es
similar o superior al fruto de granada que es el fruto con mayor CAC (12.6 ymol EQ / 100 umol
de fendlicos, protocolo sin lavado PBS) reportado por Wolfe y col (2008). A pesar, que los
fitoquimicos ligados son dificiles de digerir en el intestino superior, debido a que se encuentran
principalmente en componentes de la pared celular, estos biocompuestos si pueden ser
digeridos por la microflora intestinal en la parte del colon, generando de esta forma beneficios en
la salud, especificamente reducir el riesgo de cancer de colon (Adom y Liu, 2002).

D POTENCIAL INHIBITORIO DE PROLIFERACION EN CELULAS DE CANCER DE
COLON HUMANO (HT-29) Y CELULAS ANTITUMORALES (NIH-3T3) DE EXTRACTOS
LIGADOS DE TORTILLAS ELABORADAS CON MAiZ CRIOLLO AZUL. EFECTO DEL
PROCESO DE NIXTAMALIZACION Y COCCION ALCALINA POR EXTRUSION

1 Viabilidad celular

En afios recientes, el cancer colorrectal ha sido el segundo més mortal y el tercer tipo de
cancer mas diagnosticado en todo el mundo (Araujo y col 2011). Una estrategia que se utiliza
comunmente para luchar contra el cancer de colon implica la prevencion mediante
intervenciones dietéticas (Brown y col 2001). Reportes previos muestran que el consumo de
cereales integrales debido al contenido de fendlicos ligados es un ingrediente en el futuro para

alimentos funcionales, los cuales protegen de cancer de colon (Janicke y col 2005).
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Cuadro 9. Calidad antioxidante celular de extractos libres y ligados de maiz azul y blanco

comercial y de tortillas elaboradas por los procesos de nixtamalizacion y extrusion.

Calidad Antioxidante Celular

[umol equivalentes de quercetina (EQ)/100 pumol fendlicos totales]

Maiz Producto Sin lavado PBS Con lavado PBS
A-512 Crudo 10.6£1.1b 2.4+0.1
TN 4.240.14 2.7+0.0°
TE 6.8+0.4¢ 5.6+0.12
B-111 Crudo 3.9+0.24 2.1+0.1¢
TN 2.5+0.0d 3.7£0.3°
TE 15.7+1.12 5.3+0.32

Valores dentro de columnas sin letras en comin son diferentes (p < 0.05); TN = tortillas elaboradas con
maiz nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.
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Las Fig 19 y 20 y el Cuadro 10 y 11 muestran el porciento de viabilidad celular y los
valores de Clso de los extractos de fendlicos ligados de maiz criollo azul crudo y sus tortillas
elaboradas por los procesos de nixtamalizacion y extrusion.

En esta investigacion se utilizaron dos lineas celulares, una célula problema HT-29
(cancer de colon, tumoral) y una célula no transformada NIH-3T3 (fibroblastos de embrién,
antitumoral) para estudiar la especificidad de los extractos de fitoquimicos ligados hacia la
proliferacion de las células cancerigenas. Diferentes dosis 5, 10, 20, 35 y 50 mg/mL de
fitoquimicos ligados de maiz azul sin procesar B-512 y sus tortillas nixtamalizadas y extrudidas
fueron aplicadas a células HT-29, la linea celular de cancer de colon humano, en donde
claramente se muestra una relacién en la disminucion del porciento de viabilidad con el aumento
de la dosis a las 6 h de exposicion (Fig 19, A). El maiz azul crudo presentd los mayores (p <
0.05) porcentajes de inhibicidn en las cinco dosis probadas comparados con las tortillas
obtenidas por ambos procesos (Cuadro 10). De igual manera obtuvo un Clsp (29.3 mg/mL)
menor que el de las tortillas en estudio (Cuadro 11). Este efecto podria ser atribuido a que el
contenido de fendlicos y actividad antioxidante en granos crudos es mayor que en el grano
procesado por nixtamalizacién y extrusion. Whent y col (2012) demostraron que extractos de
fitoquimicos ligados de cinco diferentes cultivares de trigo a dosis de 20, 50 y 100 mg/mL
inhibieron la proliferacién de células HT-29, ademas encontraron que el mejor efecto citotoxico lo
obtuvo el cultivar que curiosamente presenté el mayor contenido de acido ferulico y a-tocoferol.
La capacidad antioxidante de los compuestos fitoquimicos de los alimentos es por si misma
eficaz para reparar el dafio oxidativo en las células y asi crear un efecto quimiopreventivo, siendo
este uno de los principales mecanismos para prevenir el cancer (Haliwell y Aruoma, 1991). Por
otro lado, estudios previos han demostrado que el acido ferulico y el acido p-cumarico tienen
propiedades biologicas con efectos antiproliferativos en células de cancer de colon HT-29 y
Caco-2 (Ferguson y col 2005; Janicke y col 2011), siendo estos acidos fenolicos los de mayor
abundancia encontrados en la fraccion ligada del maiz azul y sus tortillas en este estudio.

En la transformacion del grano de maiz a tortilla se observd que el proceso de
nixtamalizacién mostré ligeros incrementos (p < 0.05) en el porcentaje de inhibicién de células
HT-29 en las dosis 5, 10 y 20 mg/mL comparado con el proceso de extrusion; mientras que en
las mayores dosis 35 y 50 mg/mL las tortillas por extrusién tuvieron mayores (p < 0.05) valores
de inhibicién (Cuadro 10). Sin embargo, se observé que las tortillas elaboradas por el proceso

de extrusién mostraron un mejor efecto citotoxico con un Clso (33.1 mg/mL) que el obtenido por
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Fig 19. Curvas de respuestas de los cultivos de las lineas celulares: A. HT-29 (célula tumoral) y
B. NIH-3T3 (célula antitumoral) a concentraciones crecientes de extractos ligados de maiz azul

crudo, tortilla nixtamalizada y tortilla extrudida. Se representa el % de viabilidad con respecto al
control.
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Fig 20. Histogramas de los cultivos de las lineas celulares: A. HT-29 (célula tumoral) y B. NIH-
3T3 (célula antitumoral) a concentraciones crecientes de extractos ligados de maiz azul crudo,
tortilla nixtamalizada y tortilla extrudida. Se representa el % de viabilidad e inhibicion con
respecto al control. Medias con la misma letra mintscula no presentan diferencia significativa (p

< 0.05). Medias con la misma letra mayUscula no presentan diferencia significativa (p < 0.05).
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Cuadro 10. Porciento de viabilidad e inhibicién celular en células HT-29 y NIH-3T3 de extractos

ligados de maiz azul crudo y sus tortillas elaboradas por nixtamalizacion y extrusion.

HT-29 NIH-3T3

Concentracion

Producto % Viabilidad % Inhibicion % Viabilidad % Inhibicion

(mg/mL)

Crudo 5 89.6 £ 1.9° 104 £1.9 94.8 +1.22 52+12
10 81.7 £ 1.64 18.3+ 1.6 81.8£2.3P 182123
20 62.7 £ 4.2¢ 373142 73.5+3.8° 26.5+ 3.8¢
35 42.2+0.99 57.8 £0.9 65.3 £ 0.2¢ 34.7+0.2¢
50 339113 66.1 £ 1.32 59.0 £ 0.3f 41.0+0.3¢

TN 5 90.0 £0.7° 10.0£0.7h 93.0+3.5° 7.1+3.5
10 86.1+1.2¢ 13.9+1.29 786+ 1.2 214 £1.2h
20 64.2 £ 4.7¢ 359 +4.7¢ 67.2 £2.3¢ 32.8 £2.3¢f
35 47.7+0.7° 52.3+0.7d 60.3 +1.3¢ 39.7 £ 1.3
50 39.5+1.0n 60.5 £ 1.0° 50.7 £ 0.2 49.3+0.22

TE 5 929 +0.72 7107 929 +2.6° 71126
10 86.8 £0.9° 13.2+£0.99 79.4 + 0.5 20.6 £ 0.5
20 67.0 +29¢ 33029 67.5+0.7d 325%0.7f
35 46.2 +3.2f 53.8 £ 3.2¢ 62.6 + 1.4¢ 374 £1.4¢
50 35.7 £ 2.0 64.3 £ 2.02 52.8 +1.3¢ 472 +1.3°

Valores dentro de columnas sin letras en comin son diferentes (p < 0.05); TN = tortillas elaboradas con

maiz nixtamalizado; TE = tortillas elaboradas con maiz extrudido.

79



Cuadro 11. Valores Clso de extractos ligados de maiz azul crudo, tortilla nixtamalizada y tortilla
extrudida.

Clsy (mg/mL)

Maiz Producto  HT-29  NIH-3T3

B-512 Crudo 29.3 60.0
™ 34.6 46.0
TE 33.1 513
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el proceso de nixtamalizacién (34.6 mg/mL) (Cuadro 11). Se ha reportado el posible efecto
quimiopreventivo de tortillas elaboradas por el proceso tradicional de nixtamalizacion,
observando una inhibicion de -Glucuronidasa, asi como una disminucion en la expresion de la
dos proteinas proliferativas mas importantes (K-ras y p-catenina) involucradas en la
carcinogenesis del colon, mismas proteinas que se encuentran activas en las células HT-29
(Reynoso-Camacho y col 2015). Es importante mencionar que no existe evidencia cientifica
hasta el momento sobre resultados del efecto antiproliferativo de tortillas extrudidas en lineas de
cancer de colon humano.

Por otro lado, los resultados indicaron que el porcentaje de viabilidad en la linea celular
no transformada NIH-3T3 también disminuyd conforme la dosis de los extractos ligados de maiz
azul de los tres productos en estudio (crudo, TN y TE) aumento6 (Fig 19, B). Sin embargo, al
comparar los porcientos de inhibicion con la linea de cancer de colon HT-29 estos son
significativamente menores en los tres productos estudiados (Crudo, TN y TE) (Fig 20 y Cuadro
10), lo que significa que los extractos ligados de maiz azul de estos productos son menos
citotoxicos en células sanas confirmandolo también con los valores de Clso (60.0, 46.0 y 51.3
mg/mL) respectivamente (Cuadro 11).

3 Efecto de extractos ligados de tortillas de maiz criollo azul sobre la induccion de
apoptosis y necrosis en células HT-29 y NIH-3T3

Los resultados del analisis de muerte celular de HT-29 y NIH-3T3 se presentan en la Fig
21. En estos resultados, se aprecia la utilizacion del farmaco Cisplatino para comparar el grado
de apoptosis que este produce respecto a los extractos ligados de maiz azul y sus productos en
estudio. EI CDDP provocd 24.7% y 38.8% de apoptosis temprana y apoptosis total,
respectivamente en HT-29; mientras que en NIH-3T3 indujo 35.2% y 21.8% de apoptosis
temprana y apoptosis total, respectivamente. Este farmaco actla directamente por la via
intrinseca de la apoptosis provocando la liberacion del Citocromo C y asi activa la cascada de
caspasas.

En la Fig 21 claramente se observa que hay una mayor muerte celular en la linea celular
de cancer de colon comparada con la linea celular no transformada. Esto se refiere al efecto de
citotoxicidad de los extractos ligados que ejercen sobre los genes de estas lineas celulares.
Interesantemente, se aprecié que las concentraciones 20, 35 y 50 mg/mL de los extractos
ligados de maiz azul crudo, tortilla nixtamalizada y tortilla extrudida aumentan la apoptosis total

(temprana + tardia) + necrosis en las células HT-29.
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Fig 21. Medida de la apoptosis temprana y apoptosis total (temprana + tardia) + necrosis en HT-
29 y NIH-3T3. Se representa el % apoptosis + desviacion estandar. Medias con la misma letra
minuscula no presentan diferencia significativa (p < 0.05). Medias con la misma letra mayuscula

no presentan diferencia significativa (p < 0.05).
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Se han derivado diversas hipotesis que permiten explicar el mecanismo por el cual los
extractos ligados de maiz azul y sus tortillas producen un aumento en la apoptosis: (i) los acidos
fendlicos presentes en la fraccion ligada podrian inactivar los genes que codifican a las proteinas
K-ras y B-catenina involucradas en el desarrollo de cancer de colon las cuales se encuentran
activas en células HT-29; (ii) es bien soportado que algunos acidos fendlicos y estilbenos
potencian la actividad de la caspasa 3 (Juan y col 2012), involucrada tanto en la via extrinseca
como intrinseca de la apoptosis, teniendo un papel central en el proceso ya que es la
responsable de efectuar la fragmentacion del ADN y por consiguiente, la muerte celular y (iii) la
gran cantidad de é&cido ferulico que se concentra en esta fraccion sobre todo en maiz sin
procesar y en ftortillas extrudidas. El acido ferulico al ser consumido se transporta en el
organismo por difusién pasiva en sus formas libre y conjugada (Silberberg y col 2006) siendo
absorbido en el tracto gastrointestinal por microorganismos, enzimas e incluso transportadores
de glucosa también estan involucrados, sin embargo en su forma ligada es capaz de llegar hasta
el colon y ser liberado por accién enzimatica (esterasas y xilanasas) ejerciendo un efecto

preventivo sobre el cancer de colon (Adom y Liu, 2002).
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VI CONCLUSIONES

Se obtuvieron tortillas por los procesos optimizados propuestos, nixtamalizacion y
extrusion, de los maices criollo azul y blanco comercial, originarios del estado de Sinaloa; con
buenas propiedades funcionales y sensoriales. Ambos procesos promovieron la pérdida de
fendlicos totales, antocianinas y capacidad antioxidante total por métodos quimicos (ORAC,
DPPH y ABTS); sin embargo la alternativa de proceso, coccion por extrusion, generé menores
perdidas significativas comparadas con su contraparte nixtamalizacion. La fraccion ligada
representd la mayor contribucion de fendlicos totales y capacidad antioxidante en todas las
muestras en estudio. Se identificaron seis diferentes acidos fenolicos en extractos ligados:
ferulico, p-cumarico, sinapico, siringico y p-hidroxibenzoico vanilico; los &cidos ferulico y p-
cuméarico fueron los de mayor abundancia en los granos y en las tortillas de los genotipos en
estudio. Nuevamente, el proceso de extrusion en comparacion con su contraparte, obtuvo una
mayor retencion en el perfil de acidos fendlicos. El maiz criollo azul y sus tortillas elaboradas por
ambos procesos presentaron mayores valores de AAC en ambos protocolos de lavado con y sin
PBS, comparados con el maiz blanco comercial. Las tortillas elaboradas por el proceso de
extrusidbn mostraron mayores procentajes de retencion comparadas con el proceso de
nixtamalizacién. El mayor efecto citotoxico en células HT-29 se observo en las dosis 20, 35 y 50
mg/mL de fitoquimicos ligados de maiz criollo azul y sus tortillas elaboradas por ambos
procesos. Se logré observar menor efecto citotoxico de éstos extractos en células NIH-3T3 no
transformadas. Los extractos de fitoquimicos ligados del maiz criollo azul y sus tortillas
elaboradas por ambos procesos claramente mostraron un aumento en la proporcion de células
HT-29 que entran en muerte celular via apoptosis conforme aumenta la dosis. Es importante
destacar que este estudio es el primero en reportar el perfil de acidos fendlicos y capacidad
antioxidante por diferentes ensayos quimicos de tortillas elaboradas por el proceso de extrusion.
Asimismo, es la primera vez que es evaluado el efecto que tienen los fitoquimicos libres y ligados
de tortillas elaboradas via nixtamalizacién y coccién alcalina por extrusion de maiz criollo azul del
estado de Sinaloa, en la actividad antioxidante utilizando células HepG2; asi como también el
andlisis del efecto antiproliferativo y proapoptotico de fitoquimicos ligados de éste cereal en
células HT-29 y NIH-3T3. Sin embargo, se requiere de mas investigaciéon para determinar
mecanismos especificos implicados en la muerte celular de células malignas para prevencion de

enfermedades crénicas como el cancer de colon. Ademas, es importante el conocimiento del
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perfil de compuestos fendlicos en su forma ligada, ya que esta fraccion se asocia con la

prevencion de esta enfermedad.
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Abreviaturas
°C; grados centigrados
AAC; Actividad Antioxidante Celular
AAPH; 2,2'-azobis (2-amidinopropano);
ABTS; 2,2-bis--azino (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico;
ADN:; Acido desoxirribonucleico
ANOVA; analisis de varianza
APC; gen de la poliposis adenomatosa coli
ARN; Acido ribonucleico:
AUC; area bajo la curva
bs; base seca;
BDE; entalpia de disociacion de enlace
Ca; calcio
CAC; Calidad Antioxidante Celular
CACT; Calidad Antioxidante Celular Total
CCR; Céancer colorrectal
CDDP; cis-diaminodicloroplatino
CDK; quinasas dependientes de ciclina
CFT; Contenido de Fendlicos Totales
Clso; concentracion de extracto requerida para inhibir un 50% de células
Cl; cloro
COg; dioxido de carbono
col; colaboradores
DCF; Diclorofluoresceina oxidada
DCFH; Diclorofluoresceina reducida
DCFH-DA; 2', 7'-diclorofluoresceina diacetato
DMEM; Dulbecco’s Minimum Essential Medium
DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil;
EAG; equivalente de Acido Galico
EGC; equivalentes de cianidina-3-glucdsido
ECso; concentracion de extracto requerida para alcanzar un 50% de AAC

em; emision
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EQ; equivalente de Quercetina

Equiv; equivalentes

ET; Equivalentes de Trolox;

ET; métodos basados en la reaccion de transferencia de electrones
ex; excitacion

EUA, Estados Unidos de América

FBS; suero fetal bovino

Fig; figura

FL; fluoresceina

FRAP; capacidad reductora de plasma férrico

g; gramo

g; gravedades

h; horas

ha; hectérea

HAT; reacciones de transferencia de atomos de hidrégeno
HBSS; solucién bufer de Hanks

HCI: acido clorhidrico

HepG2; linea celular de cancer higado

HNPCC; cancer colorrectal hereditario no polipoideo
HPLC; cromatografia de liquidos de alta resolucién

HR; humedad relativa

HT-29; linea celular, adenocarcinoma de colon humano
INEGI; Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
Kg; kilogramo

L; litro

mg; miligramos

min; minuto

mL; mililitro

mm; milimetros

MTT; bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio, azul de tiazolilo, Ensayo de
proliferacion celular

NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
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NaOH; hidroxido de sodio

ND; No Determinado

NF-kB; factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NIH-3T3; linea celular, fibroblasto de embridn de ratén

nm; nanometros

NMX; Norma Mexicana

OMS; Organizacion Mundial de la Salud

ORAC; Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno

p38; proteina 38

pd3, proteina 53

PBS, solucion reguladora de fosfatos

PCR; ensayo Fotoquimioluminiscente

pH; potencial de hidrégeno

Pt, platino

Rb, rubisco

ROS; por sus siglas en inglés, Especies reactivas de oxigeno;

rpm; revoluciones por minuto

s; segundos

SAGARPA; Secretaria de Agricultura y Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
SOD, Superoxido dismutasa;

TE; tortillas elaboradas mediante el proceso de coccion alcalina por extrusion
Ton, Toneladas

TN, tortillas elaboradas mediante el proceso de tradicional de nixtamalizacion
TNF; factor de necrosis tumoral

TRAP; Parametro Antioxidante Total de Captura de Radicales

UV; ultravioleta

WME; medio de crecimiento celular William’s

Hg; microgramo

uL; microlitros

uM; micromolar

pmol; micromol
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