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RESUMEN

El maiz es el cereal de mayor consumo en México, se ha reportado que contiene
compuestos bioactivos con potencial anticarcinogénico en su composicion. El
principal uso del maiz en México es la produccion de harinas y tortillas, donde el
grano es sometido a una coccion alcalina conocida como nixtamalizacion. El
proceso de nixtamalizacién tradicional (NT) incrementa la calidad nutricional de la
tortilla; sin embargo, también ocurre la pérdida de nutrientes y la generacién de
contaminantes ambientales, por ello se han implementado tecnologias alternativas
para la produccion de harinas de maiz nixtamalizado (HMN), como la Tecnologia
Limpia (TL). El objetivo del estudio fue evaluar y comparar la composicién quimica
y el contenido de compuestos bioactivos (compuestos fendlicos y fibra dietética
total (FT), soluble (FS) e insoluble (FI)) de 4 harinas procesadas industrialmente:
H1 y H2 procesadas mediante TL, H3 y H4 procesadas mediante NT; y tortillas
elaboradas a partir de estas harinas. Los resultados no presentaron diferencia
estadistica significativa al comparar la composicion quimica entre las diferentes
harinas o tortillas. El contenido de fenoles totales, taninos condensados y
flavonoides en las harinas no presentd diferencia estadistica significativa; sin
embargo, la coccion de la tortilla incrementa significativamente la concentracién de
fenoles y taninos condensados, y al mismo tiempo reduce el contenido de
flavonoides. En general, las tortillas obtenidas mediante TL presentan una mayor
concentracion de compuestos bioactivos (Fl, FT, fenoles totales y flavonoides)
que las obtenidas por NT. También se evalud el potencial quimioprotector de las
tortillas sobre el estadio temprano de cancer de colon, en ratas macho Sprague-
Dawley inducidas con azoximetano (AOM) y alimentadas durante 15 semanas con
una dieta basal adicionada con 22% de tortilla equivalente al consumo pér capita
en la zona rural del pais. Al finalizar el estudio los animales se sacrificaron y se
cuantificé el numero de fosas cripticas aberrantes (FCA) en tejido del colon distal.
Los resultados muestran que la concentracion de tortilla suministrada no
disminuyé significativamente el desarrollo de FCA en ratas inducidas
quimicamente al comparar con el grupo control.

(Palabras clave: Maiz (Zea mays), nixtamalizacion, tortilla, cancer de colon, fosas
cripticas aberrantes (FCA))



SUMMARY

Maize is the most consumed cereal in Mexico. It has been reported that it contains
bioactive compounds whit anticarcinogenic potential in its composition. The main
use of maize in Mexico is for the production of flours and tortillas, in which the grain
is submitted to an alkaline cooking, know as nixtamalization. The process of
traditional nixtamalization (TN) increases the nutritional quality of the tortilla;
however, there is also a loss of nutrients and the creation of environmental
contaminants. For this reason, alternative technologies have been implemented for
the production of nixtamalized maize flour (NMF), such as the Clean Technology
(CT). The objective of this study was to evaluate and compare the chemical
composition and content of bioactive compounds (phenolic compounds, an the
total dietary fiber (TF), soluble (SF) and insoluble (IF)) of 4 industrially processed
flours: H1 and H2 processed with CT, H3 and H4 processed with TN and tortillas
made with these flours. Results showed no statistically significant difference upon
comparing the chemical composition of the different flours or tortillas. The content
of total phenolics, condensed tannins and flavonoids in the flours showed no
statistically significant difference; however, cooking the tortilla significantly
increases the concentration of phenolics and condensed tannins, while at the same
time reducing the content of flavonoids. In general, tortillas obtained using CT have
a higher concentration of bioactive compounds (IF, TF, total phenolics and
flavonoids) than those obtained using TN. Also was evaluated the chemoprotective
potential of tortillas on early stage colon cancer in male Sprague-Dawley rats given
azoxymethane (AOM) and fed for 15 weeks with a basic diet to which was added
22% tortilla equivalent to the per capita consumption in rural areas of the country.
At the end of the study, the animals were sacrificed and the number of aberrant
crypt foci (ACF) was quantified in the distal colon tissue. Results show that the
concentration of tortillas supplied did not significantly decrease the development of
ACF in rats chemically induced when compared whit the control group.

(Key words: Maize (Zea mays), nixtamalization, tortilla, colon cancer, aberrant
crypt foci (ACF))
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I. INTRODUCCION

Diversos estudios epidemiolégicos han relacionado consistentemente el
consumo abundante de alimentos de origen vegetal con una reduccion del riesgo
a padecer enfermedades de tipo cronico-degenerativas, entre las cuales se
encuentra el cancer (Béliveau y Gingras, 2007). Tal efecto ha sido atribuido,
principalmente, a la presencia de un gran numero de compuestos que exhiben
propiedades quimiopreventivas, tales como los compuestos fendlicos, la fibra y el
almidon resistente (Dham et al., 2010; Hu et al., 2010).

Una importante fuente de compuestos nutracéuticos o bioactivos es el
maiz (Zea mays L.) (Bressani et al., 1999a; Adom y Liu, 2002). El maiz (Zea mays
L.) ha sido la base de la alimentacién de las culturas mesoamericanas desde
tiempos prehispanicos. En la actualidad es el cereal mas importante en México,
esto debido en parte a su contribucion en la economia del pais al ser el cultivo
mas extenso, y por otro lado, por su importancia nutrimental, ya que es la materia
prima fundamental para la elaboracion del principal alimento en la dieta del pueblo

mexicano: la tortilla (Paredes-Lopez, et al., 2006).

El consumo per capita de tortila es de aproximadamente 325 g,
proporcionando el 70 % de las calorias y 50 % de las proteinas consumidas con la
dieta diaria. Por otro lado, el consumo per capita de harinas de maiz nixtamalizado
se ha incrementado en los ultimos afios debido a las multiples ventajas que se
tienen al emplearlas en la elaboracién de una gran variedad de productos (tortillas,
botanas, pan, etc), reduciendo, entre otras cosas, el tiempo de fabricaciéon en
comparacién con el empleo del grano de maiz como materia prima (Flores-Farias
et al., 2000).

Por otro lado, el cancer representa un problema de salud publica. A nivel
mundial, constituye una de las principales causas de muerte. En México,
representa la tercera causa de muerte, y existe una marcada tendencia al
incremento de la incidencia de este padecimiento. Dentro de los diversos tipos de

1



cancer, el cancer de colon representa el 6 y 6.02 % de muertes en México, para

hombres y mujeres respectivamente (INEGI, 2010).

Debido a la creciente incidencia de cancer de colon en México y tomando
en cuenta los reportes en la literatura que sugieren que los cereales contienen
agentes con propiedades quimioprotectoras y que dentro de ellos se encuentra el
maiz, el cual es el cereal con mayor consumo en nuestro pais, ya sea el grano
entero o en forma de harina como materia prima para la elaboracion de diversos
productos, se considera importante evaluar el contenido de compuestos
bioactivos presentes en harinas comerciales de maiz nixtamalizadas, asi como su

posible efecto quimioprotector en estadios tempranos de cancer de colon.



Il. ANTECEDENTES

1. Dieta y enfermedades créonico-degenerativas

Diversos estudios epidemioldgicos han sugerido fuertemente que la dieta
desempenfia un papel crucial en el control y prevencion de enfermedades cronicas,
tales como obesidad, diabetes, cancer, Alzheimer y enfermedades
cardiovasculares (Hu et al.,, 2010). Un incremento en el consumo de frutas y
vegetales, asi como granos y legumbres ha sido ampliamente asociado con la
reduccion del riesgo a padecer este tipo de enfermedades (Key et al., 2004,
Béliveau y Gingras, 2007), atribuyendo el efecto, principalmente, a la presencia de
compuestos fitoquimicos en dichos alimentos, tales como el acido ascorbico,
tocoferoles, carotenoides y compuestos fendlicos, los cuales ayudan a mantener el
balance entre compuestos oxidantes y antioxidantes en el cuerpo (Adom vy Liu,
2002; Choi et al., 2007; Walter y Marchesan, 2011).

La pérdida del equilibrio en el balance entre compuestos oxidantes y
antioxidantes debido a una alteracién en su concentracion se conoce como ‘estrés
oxidativo’, y se caracteriza principalmente por una sobreproduccién de sustancias
oxidantes, las cuales muestran capacidad para causar dafios a las células y
tejidos, entre los que se destaca: a) dafo a ciertas biomoléculas (lipidos, ADN y
proteinas) y componentes celulares, b) activacibn de rutas especificas de
sefalizacion, c) generacion de productos toxicos, d) cambios en la expresion de
genes y actividad de algunas enzimas, y e) la interrupcion en los mecanismos de
reparacion celular. Razones por las cuales el estrés oxidativo ha sido ampliamente
relacionado con el desarrollo de enfermedades cronicas (Stanner et al., 2003; Han
et al., 2007).

De forma especifica, el consumo de cereales integrales ha sido
relacionado con la reduccién del riesgo de padecer enfermedades y desordenes
del sistema cardiovascular, la prevencion de algunos tipos de cancer y diabetes, e
hipertension. Los granos enteros contienen carbohidratos complejos (galacto y

3



fructooligosacaridos), almidén resistente, fibra dietética (B-glucanos y xilanos),
vitaminas, minerales, fitoestrogenos y polifenoles. Generalmente los cereales
integrales representan una buena fuente de compuestos antioxidantes, los cuales

inhiben el estrés oxidativo (Hodzic et al., 2009).

2, Maiz (Zea mays L.)

2.1. Generalidades

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo de gran relevancia para los pueblos
latinoamericanos y en especial para México, considerado como centro de origen y
diversidad (Bedoya y Chavez, 2010). Las pruebas arqueolégicas indican que el
maiz existio en América en forma silvestre hace 8,000 afios. Dos mil anos
después desempefaba un papel vital en el desarrollo de las grandes civilizaciones
que se establecieron en Mesoamérica, particularmente la Nahua y la Maya
(Paredes-Lopez et al., 2006).

La palabra maiz, de origen prehispanico, significa “lo que sustenta la vida”.
Este cereal, junto con el trigo y el arroz, es uno de los mas importantes a nivel
mundial, ya que ademas de suministrar elementos nutritivos al hombre y a los
animales es también, una materia prima basica para la industria del almidon,
aceite, proteinas, bebidas alcohdlicas, edulcorantes alimenticios y recientemente
combustibles (FAO, 2004).

En México, es el cultivo mas extenso, encabezando la produccién anual en
cuanto a superficie sembrada, cuyo uso principal es la alimentacion humana. De
los cereales cultivados, también es el que ocupa la produccion principal. De
acuerdo con datos oficiales reportados por la SAGARPA, en el 2009 la produccion
total ascendi6 a los 20.14 millones de toneladas con un rendimiento de 3.24 ton/ha
(SIAP, 2011).

La tortilla es el alimento basico para la poblacién de nuestro pais y el grano

de maiz es la materia prima fundamental para su elaboracion. En México el
4



consumo diario per capita es de aproximadamente 325 g, proporcionando el 70 %
de las calorias y 50 % de las proteinas consumidas con la dieta diaria, asi como

también el 37 % del calcio requerido por los adultos (Flores-Farias et al., 2000).

2.2. Estructura del grano

El grano maduro de maiz estd formado por cuatro estructuras fisicas
fundamentales: a) pericarpio, b) endospermo, c) germen vy, d) pedicelo, las cuales

se ilustran en la Figura 1 (Paredes-Lépez et al., 2006).

El pericarpio o cascara comprende el 5 % del peso del grano, esta
constituido fundamentalmente por hemicelulosa y celulosa, las cuales forman una
estructura fibrilar que contiene y protege a las demas estructuras del grano. El
endospermo, que comprende aproximadamente el 83 % del peso del grano, posee
un alto contenido de almiddon y provee los nutrientes para el germinado de la
semilla. EI germen representa el 11 % del peso del grano, es la estructura a partir
de la cual se desarrollard una nueva planta y se caracteriza por un elevado
contenido de grasas, proteinas y minerales. El pedicelo es una estructura conica

de tejido inerte que une al grano y al carozo (comunmente conocido como olote)

(Benitez, 2006).

pedicelo. ———

cuticula
pericarpio
endospermo

germen

Figura 1. Estructura del grano de maiz (Paredes-Lopez et al., 2009).



2.3. Composicion quimica

La composicion quimica del grano de maiz, y por ende su valor nutritivo,
dependen del genotipo de la variedad, el ambiente y las condiciones de siembra.
En el Cuadro 1 se muestra la composicion quimica del grano de maiz y sus

diferentes fracciones.

Cuadro 1. Composicion quimica del grano de maiz y sus fracciones.

Grano Endospermo Germen Pericarpio Pedicelo
completo
Proteinas % 10.3 9.4 18.8 3.7 9.1
Lipidos % 4.8 0.8 34.5 1.0 3.8
Azucares % 2.0 0.6 10.8 0.3 1.6
Cenizas % 1.4 0.3 10.1 0.8 1.6
Almiddén % 71.5 86.4 8.2 7.3 5.3

(Paredes-Lopez, et al., 2006)

2.3.1. Proteinas

El contenido promedio de proteina en el grano de maiz es del 10 %
(Cuadro 1), concentrando la mayor parte (18.8 %) en el germen del grano. No
obstante, tanto el endospermo como el pedicelo llegan a tener hasta 9 % de
proteinas, las cuales pueden ser clasificadas en cuatro tipos de acuerdo con su
solubilidad: a) albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones
salinas), prolaminas (solubles en soluciones alcohdlicas) y glutelinas (solubles en

soluciones alcalinas o acidas diluidas) (Paredes-Lépez et al. 2006).

Las prolaminas (también llamadas zeinas) y las glutelinas se localizan
principalmente en la matriz proteinica del endospermo, y ambas constituyen

aproximadamente el 90 % del las proteinas del grano completo, mientras que las



albuminas y globulinas son las principales estructuras localizadas en el germen

del grano (Paredes-Lépez et al., 2009).

El maiz, como la mayoria de los cereales, es deficiente en los aminoacidos
esenciales lisina y triptéfano (de hecho la zeina carece de este), razén por la cual
las proteinas presentes en el grano de maiz son consideradas de bajo valor

nutricional (Figueroa et al., 2001) .

2.3.2. Lipidos

El contenido de lipidos varia de acuerdo a la proporcion de germen
presente en el grano y su contenido de aceite. En general, los lipidos representan
aproximadamente el 5 % en peso del grano de maiz, y cerca del 85 % estan
presentes en el germen. El principal acido graso presente en el maiz es el acido
linoléico (50 %), seguido del acido oléico (35 %), el acido palmitico (13 %), el acido

estearico (<4 %) y el linolénico (<3 %) (Bressani, 1990).

2.3.3. Vitaminas y minerales

El maiz contiene dos vitaminas liposolubles, p-caroteno o provitamina A y
a-tocoferol o vitamina E, ademas de gran parte de las hidrosolubles. . El maiz
amarillo es una buena fuente de provitamina A; sin embargo ésta se pierde
paulatinamente con un almacenamiento prolongado. Por otro lado, el contenido de
niacina en el grano de maiz es muy alto en comparacion con los requerimientos
minimos, pero no esta presente en forma disponible para ser asimilada por el

cuerpo humano (Paredes-Lopez et al., 2006).

El maiz es considerado como una fuente importante de algunos minerales y
vitaminas. En general, el pericarpio, el germen y la capa aleurona son ricos en
estos constituyentes. El germen proporciona cerca del 78 % de todos los
minerales presentes en el grano (FAO, 2004). El elemento inorganico mas

abundante es el fosforo, el cual se encuentra presente en forma de fitato de
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potasio y magnesio representando cerca del 0.25 % del grano seco; este
compuesto interfiere en la absorcion intestinal de muchos minerales esenciales.
Otros elementos importantes presentes en el grano son el potasio, el calcio y el
selenio (Bressani et al., 1990a). El zinc, elemento de gran interés para la salud
humana, se encuentra presente en el grano pero en niveles bajos en comparaciéon

con los requerimientos minimos diarios (Paredes-Lépez et al., 2009).

2.3.4. Compuestos bioactivos

2.3.4.1. Fibra dietética

En una forma simple, los carbohidratos pueden ser separados en dos
grupos basicos basados en su digestibilidad en el tracto gastrointestinal. En el
primer grupo se ubican los carbohidratos simples o polisacaridos no fibrosos como
el almidon y los azucares simples, los cuales son facilmente absorbidos e
hidrolizados en el intestino delgado. En el segundo grupo se ubican la celulosa,
hemicelulosa, lignina, pectina y el almidén resistente; estos carbohidratos
complejos resisten la digestion en el intestino delgado, llegando intactos al

intestino grueso (Lattimer y Haub, 2010).

Escudero y Gonzalez (2006), definen la fibra dietética (FD) como un grupo
heterogéneo de compuestos de origen vegetal, que resisten la hidrdlisis de
enzimas digestivas del ser humano, incluida la fibra (soluble e insoluble), el

almidon resistente, y oligosacaridos tales como la inulina.

Hoy en dia, la fibra es reconocida como un elemento importante para la
sana nutricion. Entre los beneficios a la salud atribuidos a la ingesta de fibra
dietética, Dham et al. (2010) asociaron su consumo con la prevencion del riesgo a

padecer cancer colorrectal.

En un sentido estricto, casi el 100% de la fibra dietaria llega al colon. El
destino o funcion de la fibra en el colon dependera tanto de la microbiota coldnica

como de las caracteristicas fisicoquimicas de la fibra en si. De tal modo que,
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basados en sus caracteristicas fisicoquimicas, la fibra puede dividirse en dos
grupos: a) insoluble o escasamente fermentable, y b) soluble o altamente
fermentable (Hamer, 2009).

La fermentabilidad de la fibra juega un papel muy importante para la
proteccion contra el cancer de colon. La fibra insoluble puede acelerar el paso de
las heces fecales a través del colon limitando el acceso de los constituyentes
fecales (entre los cuales podrian localizarse agentes carcinégenos,
procarcindégenos y promotores de tumores) a la mucosa colénica. En contraste, la
fibra soluble al ser altamente fermentable produce acidos grasos de cadena corta
(AGCC) , principalmente acético (C2), propiénico (C3) y butirico (C4), los cuales

ejercen proteccion contra el cancer de colon (Lupton, 2004; Young et al., 2005).

La concentracion total y la relacion molar de los principales AGCC depende
tanto del sitio de fermentacién y la composicion de la microbiota intestinal.
especialmente la produccion de acido butirico en el intestino grueso es
considerado de gran importancia, ya que ademas de ser una fuente de energia
para las células epiteliales del colon reduce el desarrollo de células cancerosas
mediante la inhibicion de la proliferacion celular y la promocién de la diferenciacion

y apoptosis (Lupton, 2004; Hamer, 2009).

2.3.4.2. Compuestos fendlicos

Ademas de la fibra dietética, los granos enteros contienen otro tipo de
componentes que ayudan a promover la salud, tales como los fitoquimicos, dentro

de los cuales se incluyen a los compuestos fendlicos (Adom vy Liu, 2002).

Los compuestos fendlicos son sustancias quimicas ampliamente
distribuidas en las plantas como producto de su metabolismo secundario, algunos
de los cuales son indispensables para su funcionamiento y otros son utiles en los
mecanismos de defensa bajo situaciones de tension (Walter y Marchesan, 2011).

Estos compuestos también poseen propiedades biolégicas, como son:



antioxidante, antiapoptosis, anticarcinogena y antiinflamatoria, por destacar solo
algunas (Widlansky et al., 2005; Wesierska et al., 2006; Johnson y Mukhtar, 2007;
Sergent et al., 2010).

De forma general, un compuesto fendlico es definido como cualquier
compuesto que contiene en su estructura un anillo bencénico con uno o mas
grupos hidroxilo (Dykes y Rooney, 2007). Los polifenoles, son los antioxidantes
mas abundantes en la dieta humana; en la actualidad se conocen mas de 8000
variantes estructurales de estos compuestos; de acuerdo al numero de anillos
aromaticos que presentan y los elementos estructurales ligados a este, estos
compuestos pueden ser divididos en cuatro grupos: 1) acidos fendlicos, que
pueden ser subdivididos en derivados de los acidos hidroxibenzdicos, como el
acido galico y derivados del acido hidroxicinamico, como los &acidos caféico,
ferulico y cumarico; 2) flavonoides, donde se incluyen los flavonoles, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles; 3) estilbenos, y 4) lignanos y

ligninas poliméricas (Han et al., 2007).

Por otro lado, en los cereales los compuestos fendlicos pueden clasificarse
como: a) solubles, b) insolubles y c) ligados. La mayor proporcion de los
compuestos fendlicos presentes en los granos de cereales se encuentra en la
forma insoluble (aproximadamente el 74 % y 69 % de los fenoles presentes en
arroz y maiz respectivamente) unidos a los materiales de la pared celular, siendo
el acido ferulico el principal compuesto presente (0.92 umol de &c. ferulico/100 g

de grano de maiz) (Adom y Liu, 2002).

2.3.4.2.1. Flavonoides

Los flavonoides son los principales compuestos fendlicos de las plantas, y
por lo tanto, los mas abundantes en la dieta humana (Han et al., 2007). Estan
formados por 15 atomos de carbono organizados en dos anillos aromaticos
unidos por una cadena de tres carbonos (esqueleto Cs-C3-Cg); en este grupo se

incluyen las antocianidinas, flavanoles, flavonas, flavanonas y flavonoles, cuyas
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estructuras quimicas se muestran en la Figura 2; en los granos de los cereales,

estos compuestos se localizan en el pericarpio (Dykes y Rooney, 2007).

Adom y Liu (2002), reportaron un mayor contenido de flavonoides totales en
el grano de maiz (1.68 umol eq. catequina/g) en comparacién con otros cereales
analizados, como es el trigo (1.24 umol eq. catequina/g), la avena (1.16 umol eq.

catequinal/g) y el arroz (0.92 umol eq. catequinal/g).

Antocianidinas Flavonas Flavonoles

Flavanonas Flavanoles

Figura 2. Estructura quimica de los compuestos flavonoides presentes en cereales
(Dykes y Rooney, 2007).

2.3.4.2.2. Taninos

Los taninos forman otro grupo de polimeros fendlicos con propiedades de
defensa para las plantas, estos presentan alta solubilidad en agua y pueden ser
divididos en dos grupos: a) condensados y b) taninos hidrolizables. Los taninos
condensados, también llamados proantocianidinas o procianidinas, son formados

por la polimerizacién de unidades de flavonoides (Figura 3). Los taninos
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hidrolizables son polimeros heterogéneos de &acidos fendlicos, especialmente

acido galico, y azucares simples (Walter y Marchesan, 2011).

Este tipo de compuestos, es comunmente encontrado formando complejos
con proteinas, polisacaridos y minerales, lo cual disminuye la digestibilidad de
estos nutrientes y reduce la eficiencia de los alimentos durante la alimentacion de

rumiantes y monogastricos (Dykes y Rooney, 2007).

n=1,2,3,4...

Taninos condensados

Figura 3. Estructura quimica de los taninos condensados (Dykes y Rooney,
2007).

2.4. Nixtamalizaciéon

La nixtamalizacion, es un proceso tradicional mexicano desarrollado por
las civilizaciones Mesoamericanas, consiste en la coccion del grano de maiz en
una solucién alcalina de hidréxido de calcio (Ca(OH),). Actualmente, en México y
algunos paises de Centro América, este proceso continua vigente y es utilizado

para la elaboracion de multiples alimentos a base de maiz como tortillas, tamales,

12



totopos, asi como también harinas instantaneas que facilitan la preparacién de

dichos alimentos (Carvajal-Millan, 2007; Méndez-Montealvo et al., 2007).

La nixtamalizacion implica un tratamiento selectivo de las proteinas del
maiz incrementa el balance de aminoacidos esenciales y libera niacina que de otra
manera permaneceria sin ser aprovechada. Asimismo, el proceso de
nixtamalizacion provee beneficios como la alta disponibilidad de calcio en la tortilla
(Figueroa et al., 2001).

Diversos investigadores han descrito el método tradicional de
nixtamalizacién del maiz utilizado en las zonas rurales de los paises consumidores
de tortilla. Paredes-Lopez et al. (2006) describen que el proceso de
nixtamalizacién consiste en mezclar una parte de maiz con dos partes de una
solucion de hidroxido de calcio (Ca(OH);) a una concentracion del 1%. Esta
preparacion se cuece de 50 a 90 minutos (dependiendo del tipo y variedad de
maiz), y se deja remojando en el agua de coccion de 14 a 18 horas. Posterior al
remojo, el agua de coccion, conocida como nejayote, se retira y el maiz se lava
dos o tres veces con agua hasta que quede sin residuos de hidréxido. El producto

obtenido es conocido como maiz nixtamalizado o nixtamal.

Este tratamiento causa profundos cambios en la estructura, composicién
quimica, y valor nutricional de los alimentos. Uno de los cambios es la remocién
parcial del pericarpio debido al tratamiento alcalino, el cual debilita las paredes del
grano facilitando su eliminacién (De la Parra et al, 2007). Durante el proceso, un
alto porcentaje de los solidos solubles (tales como vitaminas, minerales, proteinas,
lipidos y carbohidratos) son eliminados en el nejayote. También cerca del 64% (en
peso) del pericarpio se pierde debido al tratamiento, en el cual se encuentra
aproximadamente del 2 al 4% del total del peso del grano. El pericarpio residual es
necesario para el desarrollo de las caracteristicas adecuadas de la masa y la
tortilla (Arambula et al., 2002).

La coccion alcalina y el remojo provocan la disolucién y el hinchamiento de
las capas del pericarpio (esto hace que las paredes celulares y los componentes
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de esta parte del grano se vuelvan fragiles) facilitando su remocién, lo cual
disminuye el contenido de fibra insoluble. Sin embargo existe un incremento en el
contenido de fibra soluble en comparacién con el grano de maiz sin coccion
(Paredes-Lopez et al., 2008).

El contenido de grasa se reduce debido a la saponificacidon e hidrdlisis de
los acidos grasos, principalmente el acido linoléico. Asi mismo, existe una
disminucién importante en el contenido de algunas proteinas que son solubles en
condiciones térmico alcalinas, como es el caso de las gluteninas; sin embargo la
calidad de las proteinas que permanecen en el nixtamal mejora notablemente
debido a un incremento en la biodisponibilidad de algunos aminoacidos en las
fracciones peptidicas después de la hidrdlisis de las proteinas (Figueroa et al.,
2001).

Hoy en dia existen en el mercado harinas instantanéas de maiz
nixtamalizadas por un método ecoldgico, lo que ha permitido incrementar el
contenido de fibra y evitar la produccién de nejayote. Sin embargo estas harinas
no han sido evaluadas en cuanto a su contenido de compuestos bioactivos
(compuestos fendlicos, fibra dietética, almidon resistente), asi como su potencial

nutracéutico.

3. Cancer

3.1. Generalidades

El cuerpo humano esta compuesto por cientos de millones de células
vivas. Las células normales del cuerpo, crecen, se dividen y mueren de una
manera ordenada y oportuna; estos procesos estan fuertemente regulados por los
mecanismos de proliferacion, diferenciacién y muerte celular (Zhivotovsky y
Orrenius, 2006). Todas las células de un organismo estdn en continua

comunicacion, ya sea de forma indirecta a través del intercambio de compuestos
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mensajeros tales como las hormonas y los factores de crecimiento, o de forma
directa mediante el contacto célula-célula a través de moléculas de adhesion
celular. Una adecuada comunicacién celular, permite un balance adecuado entre

la proliferacién y la apoptosis o muerte celular (Huston, 2006).

El cancer puede definirse como un trastorno en los mecanismos celulares
que rigen la proliferacion normal de las células y la homeostasis. Existen mas de
100 tipos distintos de cancer, clasificados de acuerdo al tejido u 6rgano a partir del
cual se originan las células cancerosas (Hanahan y Weinberg, 2000). Este
padecimiento se distingue de muchas otras enfermedades humanas debido a que

la causa principal no es la falta o reduccion de la funcién celular (Chow, 2010).

Las células cancerosas son descendientes de células normales en las
cuales algun tipo de estrés interno o externo provoca una modificacion en su
material genético, es decir, una mutacioén (Park y Lee, 2003). Una unica mutacién
no es suficiente para convertir una célula sana en una célula cancerosa que
prolifere sin restricciones. El desarrollo de neoplasias se basa en la existencia de
varias mutaciones, y aunque el numero exacto no es conocido, en la mayoria de
los casos se supone que este varia entre los distintos tejidos y especies afectados.
Si el dafio causado por la mutacion alcanza a un gen responsable del desarrollo
de neoplasias entonces la probabilidad de desarrollar cancer es mayor (Oliveira et
al., 2007).

La multiplicacion no controlada de células cancerosas o dafiadas puede
conducir a la formacion de un tumor o neoplasia, el cual se define como la
aglomeracién de células generadas a partir de una misma célula mutada (Chow,
2010). Sin embargo, no todas las neoplasias son cancerosas, estas pueden ser
clasificadas como benignas o malignas dependiendo de sus caracteristicas
celulares. Las células constituyentes de una neoplasia maligna muestran aun mas
cambios en sus funciones bioldgicas: proliferan de forma auténoma, se diferencian
por si mismas, invaden tejidos adyacentes y con frecuencia generan metastasis en
tejidos que no estan relacionados con la neoplasia primaria. Las células que
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forman parte de una neoplasia benigna, desarrollan mas lentamente, y en general,
no alteran la funcién normal del tejido a menos que compriman estructuras vitales
(Oliveira et al., 2007).

Los factores responsables del desarrollo del cancer son clasificados en
dos grupos: a) exogenos, dentro de los cuales se incluyen los habitos
nutricionales, socioecondémicos, estilo de vida, agentes fisicos, compuestos
quimicos y agentes bioldgicos, y b) enddgenos, en el cual se incluyen dafios al
sistema inmune, la inflamacién causada por etiologias inciertas, edad, balance
endocrino y condicion fisioldgica (Gooderham y Carmichael, 2007; Oliveira et al.,
2007; Sutandyo, 2010).

Los carcinégenos quimicos causan alteraciones genéticas y epigenéticas
en las células susceptibles, impartiéndoles una ventaja de crecimiento selectivo
(Gooderham y Carmichael, 2007; Lawrence y Harris, 2008). Estos compuestos
pueden ser clasificados en dos grupos: a) agentes genotdxicos o carcinédgenos
genéticos, y b) agentes no genotdxicos o carcindgenos epigenéticos. Los agentes
genotoxicos inician su actividad a nivel del ADN, causando dafo a través de
diferentes mecanismos, entre los que se incluyen las mutaciones puntuales en
genes, eliminacidbn o insercion de bases, recombinaciones, rearreglos vy
amplificaciones, y aberraciones cromosomales. La mayoria de los agentes
genotdxicos son microcomponentes de la nutricién, entre ellos se encuentran los
hidrocarburos policiclicos aromaticos, aflatoxinas y N-nitrosamina. Los agentes no
genotéxicos son menos definidos en su modo de accidn, pero se presume que
afectan indirectamente a la célula actuando como promotores tumorales (ya que
no reaccionan directamente con el ADN) modulando el crecimiento y muerte
celular. Este tipo de compuestos son especificos para un tejido o especie y su
accion esta limitada por su concentracién. Estos agentes son generalmente
macrocomponentes de la dieta, tales como las grasas, proteinas, etc. Los agentes
no genotoxicos junto con los agentes genotdxicos incrementan el riesgo de
carcinogénesis, aunque usualmente se requiere de largas exposiciones (Oliveira
et al., 2007; Sutandyo, 2010).
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3.2. Proceso de carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso complejo multifasico, que involucra una
gran cantidad de eventos o alteraciones que ocurren a nivel celular, molecular y
morfolégico. Dichas alteraciones conducen a la transformacion progresiva de las
células normales en derivados de alta malignidad. Desde el punto de vista
operacional, el proceso puede ser dividido en tres estados: a) iniciacion, b)
promocién, y c) progresion, los cuales son mostrados en la Figura 4 (Gooderham y
Carmichael, 2007; Oliveira et al., 2007; Sutandyo, 2010).

CARCINOGENO

i PROMOCION
INICIACION
i
7 \
ofo) — (o )
, — ® o SN
\Q/ Reparacién O ,/ Proliferaciéon @ Proliferaciéon
de ADN celular celular
Células con aductos Células iniciadas
\ / A Proliferacion
APOPTOSIS PROGRESION celular

Ce ) @

CANCER

Figura 4. Proceso general de carcinogénesis (Sun et al., 2004).

La fase de iniciacion, es un acontecimiento irreversible y relativamente
rapido, que se produce cuando una célula ha sido expuesta a la acciéon de un
agente carcindgeno (Sun et al., 2004), el cual es responsable de los cambios
genéticos irreparables que predisponen a las células normales susceptibles a la
evolucion maligna. La célula iniciada no es una célula neoplasica, pero ha dado el

primer paso hacia este estado, después de que se han producido sucesivos
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cambios en sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas (Sun et al., 2004; Oliveira
et al., 2007).

La proliferacién celular es esencial en esta etapa, ya que si la division
celular se produce antes de que los sistemas de reparacion del ADN puedan

actuar, la lesién sera permanente e irreversible.

Las células iniciadas pueden permanecer latentes durante semanas,
meses o afos. No todas las células de un organismo vivo expuesto a un agente
iniciador pueden ser iniciadas, incluso si estas han sufrido mutaciones, y los genes
que regulan la diferenciacion también han sido mutados. En los organismos vivos
existen células iniciadas espontaneamente, las cuales surgen debido a los errores
naturales producidos durante en la replicacion del ADN, aunque su incidencia es
menor comparada con la iniciacion inducida por agentes carcindbgenos (Oliveira et
al., 2007).

La fase de promocion, es un largo proceso que puede requerir varios afios
o décadas para poder establecerse. Consiste, principalmente, en la expansion de
las células mutadas (durante la fase de iniciacion) para establecer una lesién
premaligna multicelular (Lawrence y Harris, 2008). Los agentes promotores no
actuan directamente sobre el ADN, su actividad mas importante es durante la
mitogénesis, por lo que las acciones genotdxicas y mutacionales no son
importantes en esta etapa. Por otro lado, los promotores pueden dafar
indirectamente al ADN mediante oxidacion; en un principio, estos hechos estaban
asociados con mecanismos epigenéticos, pero hoy en dia es ampliamente
aceptado que la promocion también implica cambios genéticos (Gooderham y
Carmichael, 2007).

A medida que la poblacion de células iniciadas se expande durante la
promocién, las células individuales adquieren un mayor dafio genético, el cual

puede ser mediado por un agente o ser espontaneo, introduciendo de este modo
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la heterogeneidad genética en la poblacion promovida (Gooderham y Carmichael,
2007).

La eficiencia de un agente promotor depende de su concentracién en el
tejido blanco. Algunos agentes promotores son especificos para un determinado
tejido, pero otros actuan de forma simultanea en varios tejidos. La promocién, es
una etapa reversible, ya que una vez que el promotor desaparece puede ocurrir un
retroceso en la proliferacién celular, probablemente por apoptosis (Oliveira et al.,
2007).

La secuencia de las lesiones identificadas, a través de histopatologia,
entre la iniciacion y la promocion son designadas como lesiones preneoplasicas o
neoplasias benignas. Su transformacién en lesiones malignas es la ultima de las
etapas de la carcinogénesis, conocida como progresion. Durante esta etapa, la
proliferacion celular es completamente independiente de la presencia de
estimulos. La progresion es caracterizada principalmente por la irreversibilidad, la
inestabilidad genética, el rapido crecimiento, la invasion o metastizacion, y
cambios en las caracteristicas bioquimicas, metabdlicas y morfoldgicas de las

células (Gooderham y Carmichael, 2007; Oliveira et al., 2007).

La metastasis, es la propagacion de las células cancerosas desde su sitio
primario a un 6rgano distante. Durante esta etapa las células cancerosas pierden
la capacidad de adherirse a las células vecinas y adquieren capacidad migratoria e
invasiva. La degradacion de la matriz extracelular y los componentes de la
membrana basal por la accién de proteasas, permite a las células cancerosas
penetrar la membrana basal, invadiendo los tejidos circundantes y accediendo
directamente a los vasos sanguineos vy linfaticos, a través de los cuales pueden

diseminarse por todo el cuerpo (Chia et al., 2010).

La angiogénesis, es el proceso de formacion de nuevos vasos
sanguineos, y es esencial para la progresidn neoplasica y el desarrollo de
metastasis de los tumores, ya que en su ausencia el desarrollo del tumor es
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restringido a pocos milimetros de diametro debido a la restriccion fisica para la

difusion simple de los nutrientes y el oxigeno (Chia et al., 2010).

3.3. Cancer colorrectal (CCR)

El cancer colorrectal (CCR) es reconocido como la segunda causa mas
comun de cancer en paises desarrollados, presentandose con mayor incidencia en
los paises de occidente. Este hecho es atribuido principalmente al tipo de dieta
que predomina, la cual consiste en una elevada ingesta de grasas saturadas y una
baja ingesta de fibra (Fearnhead et al., 2002; Salucci et al., 2002; Panala et al.,
2009; Sutandyo, 2010). De acuerdo con datos reportados por la Sociedad
Americana de Cancer (ACS, por sus siglas en inglés), en el 2010 en los Estados
Unidos de Norte América se diagnosticaron 142, 570 nuevos casos de CCR y
51,370 muertes fueron atribuidas a este padecimiento (Jemal et al., 2010). En
México se estima que la incidencia de CCR se ha triplicado en la ultima década,
en el 2010 se reportd que el 6.0 y 6.02 % de las muertes en el pais, para hombre y

mujeres respectivamente, fueron a causa de esta enfermedad (INEGI, 2010).

3.3.1. Carcinogénesis colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) se caracteriza por distintos eventos genético,
morfolégicos y celulares, los cuales se encuentran influenciados por factores
ambientales, genéticos y epigenéticos (Riehl et al., 2006). Se conocen dos formas
fundamentales de este padecimiento: a) esporadica y b) hereditaria. La mayoria
de los casos de CCR son esporadicos, una minoria significativa se producen como
resultado de una mutacién genética heredada. Las formas hereditarias de CCR
mas conocidas son la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) y el Cancer
Colorrectal Hereditario No Polipoideo (CCHNP), debidas a alteraciones genéticas

transmitidas por la linea germinal (Fearnhead et al., 2002; Alonso et al., 2006).
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La poliposis adenomatosa familiar (PAF), es una enfermedad autosémica
dominante en la que se desarrollan multiples pdlipos adenomatosos en el colon
durante la segunda o tercera década de vida. Estos podlipos son histolégicamente
idénticos a los que se desarrollan en el cancer colorrectal esporadico y, aunque
poseen un bajo riesgo de malignizacion, su elevado numero aumenta el riesgo de
padecer la enfermedad en edad adulta. El cancer colorrectal hereditario no
polipoideo (CCHNP), es descrito como una predisposicion autosémica al
padecimiento de cancer colorrectal, que carece de la elevada poliposis
caracteristica de FAP. Como caracteristicas clinicas de HNPCC se incluyen la
asociacién con otros tumores, la predileccion por el lado derecho del colon y una
alta frecuencia de tumores mucinosos poco diferenciados con alta probabilidad de

invasion (Catalan et al., 2003).

La carcinogénesis colorrectal implica la transformacién de una célula
normal de la mucosa del epitelio a un carcinoma colorrectal a través de etapas
bien definidas a nivel histolégico representadas en la Figura 5 (Takhar et al,
2004).

Epitelio| Hiperproliferacion
normal FCA

Adenoma Adenocarcinoma

Figura 5. Proceso de carcinogénesis colorrectal (Takhar et al., 2004)
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El adenoma o pdlipo adenomatoso, es una neoplasia benigna y aunque se
acepta generalmente que el CCR surge a partir de los adenomas colonicos, se
sabe que la mayoria de estos no se desarrollan para formar carcinomas, si bien, la
mayor parte del CCR humano proviene de adenomas displasicos (Chen et al.,
2005).

A nivel microscépico, el colon posee criptas que tienen una profundidad
aproximada de 50 células. En el epitelio sano del colon se produce una renovacion
casi constante y normal del epitelio superficial, aproximadamente cada seis dias,
mediante proliferacion celular y diferenciacion de las células de la cripta. La
proliferacion de los enterocitos se lleva a cabo en la porcién inferior de la cripta, y
se caracteriza por sufrir mitosis, debido a que las células del colon migran hacia la

parte superior de la cripta alejandose de las células madre.

La diferenciacion y la maduracion de las células nuevas se llevan a cabo a
medida que estas suben a lo largo de la cripta. Las células maduras pierden su
capacidad de dividirse de nuevo y finalmente mueren por apoptosis y se
desprenden hacia la luz intestinal. En el adenoma esta secuencia esta alterada,
por lo tanto ocurre una mitosis continua y las células no sufren la diferenciacion,
de manera que el compartimento donde proliferan puede llegar a ocupar la cripta
completa (Potter, 1999).

La transformacion de adenoma a carcinoma implica una cascada de fallos
genéticos que afectan diferentes genes como son: a) genes reparadores del ADN,
que codifican factores esenciales para mantener la fidelidad de la replicacién, b)
oncogenes, los cuales codifican proteinas que estan implicadas en el crecimiento
y la diferenciacion celular, y c) genes supresores de tumores, cuya funcién es la
de inhibir la proliferacion celular. La acumulacion de estas alteraciones genéticas

en el epitelio coldnico requiere algunos anos, normalmente décadas.
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3.4. Modelos experimentales de carcinogénesis

Una forma de estimar la etiologia, el tratamiento y la prevencion del cancer
es mediante los modelos experimentales en animales empleando carcinégenos
conocidos. Estos modelos permiten al investigador analizar el papel de los
factores ambientales, la dieta y algunos parametros inmunoldgicos que son

importantes en la etiologia del cancer.

3.4.1. Azoximetano (AOM)

La 1,2-dimetilhidrazina (DMH) y su metabolito el azoximetano (AOM) son
agentes ampliamente utilizados para la induccién de carcinogénesis colorrectal en
roedores. Estos compuestos precarcinogénicos requieren de activaciéon metabdlica
para formar productos reactivos para el ADN. ElI metabolismo de estos
compuestos involucra varios sistemas enzimaticos, como se ilustra en la Figura 6,
los cuales llevan a cabo reacciones de oxidacién y N-hidroxilacion. En el higado, el
azoximetano puede ser tranformado en metiazoximetanol (MAM) mediante una
reaccion de hidroxilacion mediada por el complejo citocromo P450 (CYTP450),
especificamente la isoforma CYP2E1 (enzima de fase |). Debido a que el MAM es
muy inestable a la temperatura corporal, se descompone hasta formar el
metabolito carcinogénico final: el i6n metildiazonio, altamente reactivo. Este
compuesto es responsable de la metilacion de bases del ADN de varios érganos,
incluyendo las células epiteliales en el compartimiento proliferativo de las criptas,
lo cual se traduce en una gran pérdida de células coldnicas por apoptosis, un
aumento en la proliferacién y un aparente incremento en las mutaciones de las
células epiteliales del colon (Sohn et al., 2001; Rosenberg et al., 2009; Perse y
Cerar, 2011).

Por otro lado, el MAM también puede conjugarse con acido glucordnico
(enzima de fase Il) y ser eliminado via rifidn (orina) o intestino (bilis). Al ser
excretado en bilis el conjugado llega al intestino, donde puede ser biotransformado
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por la enzima (-glucoronidasa de la probiota y generar metazoximetanol, el cual
por su reactividad, produce nuevamente el ion metildiazonio; el desarrollo de
tumores en el intestino delgado distal a la entrada del conducto biliar se atribuye a
esta ruta, aunque también puede entrar directamente a las células epiteliales del

colon a partir del torrente circulatorio (PerSe y Cerar, 2011).

AOM
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Figura 6. Metabolismo del azoximetano (AOM).

El DMH y AOM son carcinégenos altamente especificos que inducen
tumores en colon de una forma dependiente de la dosis. Diversas cepas de ratas y
ratones, difieren en la susceptibilidad a estos carcinégenos; esta variacién en la
susceptibilidad también es dependiente del sexo y la edad de los animales.
Generalmente para llevar a cabo estudios in vivo sobre carcinogénesis colonica se
utilizan ratas F344, Sprague-Dawley y Wistar, machos, de 6 semanas de edad; la
carcinogénesis es inducida por dos aplicaciones de DMH (150 mg/kg) o AOM (15
mg/kg) administradas con una semana de diferencia. Siguiendo este protocolo, los
animales son evaluados por la presencia de biomarcadores intermedios de la

carcinogénesis colénica denominados fosas cripticas aberrantes (FCA), 8-12
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semanas después de la aplicacion del carcinégeno (estudio a corto plazo), o por el
numero de tumores coldnicos 40 semanas después (estudio a largo plazo) (PerSe
y Cerar, 2011).

Las neoplasias colénicas proximales en el humano presentan
caracteristicas distintas en cuanto a histologia y genética molecular. Por lo general
son menos diferenciados y tienen una mayor propension a la inestabilidad de
microsatélites que los distales. La mayoria de los tumores de colon en el modelo
de rata DMH/AOM se encuentran en el colon distal, mientras que son menos
frecuentes en el colon proximal. Histolégicamente, los tumores en el colon distal
son comunmente adenomas y adenocarcinomas bien o moderadamente
diferenciados; en el colon proximal, los tumores son en su mayoria pobremente
diferenciados o mucinosos. Ademas, la densidad de FCA es significativa y
progresivamente mayor del colon proximal hacia el distal, siendo mas elevado en
el colon medio y distal, lo cual concuerda con la localizacion de los adenomas vy

carcinomas (Pérse y Cerar, 2011).

3.4.2. Fosas cripticas aberrantes (FCA)

Las FCA son las primeras lesiones en el desarrollo del cancer colorrectal
que pueden ser identificadas microscopicamente sobre la superficie de la mucosa
coldnica después de la tincidon con azul de metileno. Ellas han sido identificadas en
roedores tratados con carcindbgenos y en humanos en alto riesgo de desarrollar
cancer de colon (de acuerdo con su historia personal o familiar). Una serie de
estudios en roedores y humanos, incluyendo el analisis molecular, han
demostrado que las FCA son lesiones que representan un valioso biomarcador
intermedio en el desarrollo de la carcinogénesis coldénica. Las FCA hasta la fecha
han sido utilizadas como un punto final en la identificacién y evaluacion de la
funcién preventiva o de promocion de compuestos naturales y farmacolégicos, asi
como de factores dietéticos y ambientales en el proceso de carcinogénesis
coldnica. Un incrementado numero de estudios ha demostrado que las FCA, tanto
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en animales como en humanos, son un grupo heterogéneo de lesiones que
contienen multiples alteraciones genéticas, epigéneticas y fenotipicas. Cuando se
utilizan las FCA como biomarcador, es importante tomar en cuenta que estas son
un grupo heterogéneo de lesiones; el numero total de FCA sdlo puede ser
considerado como un biomarcador viable en estadios muy tempranos de la
carcinogénesis, también es importante mencionar que las FCA no se distribuyen
por igual entre el colon proximal, medio o distal (su principal desarrollo es en el

colon medio y distal) (PerSe y Cerar, 2011).
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1ll. JUSTIFICACION.

En las ultimas décadas se ha observado un incremento en la incidencia de
enfermedades cronico degenerativas, un ejemplo de ellas es el cancer de colon, el
cual representa la tercera causa de muerte por cancer en nuestro pais. Por otro
lado, diversos estudios epidemioldgicos han relacionado consistentemente el
consumo abundante de alimentos de origen vegetal con una reduccion del riesgo
a padecer enfermedades de tipo crénico-degenerativas. Tal efecto ha sido
atribuido, principalmente, a la presencia de compuestos bioactivos que
contribuyen a mantener la salud. Una importante fuente de compuestos
nutracéuticos o bioactivos es el maiz (Zea mays L), el cereal de mayor consumo
en México y la materia prima fundamental para la elaboracion del principal
alimento en la dieta del pueblo mexicano: la tortilla. La transformacién del maiz en
tortilla o harina (como materia prima para la elaboracion de tortillas) requiere la
coccion alcalina del maiz mediante nixtamalizacién. No obstante, el proceso
tradicional de nixtamalizacion presenta diversas limitantes tecnoldgicas y
medioambientales, entre las que destaca la pérdida de compuestos bioactivos y la
generacion de un gran volumen de desechos contaminantes. Debido a lo anterior,
se han desarrollado métodos alternativos de nixtamalizacion, como la ‘Tecnologia
Limpia’ propuesta por la empresa Sodif S.A. de C.V. En este proceso el maiz es
sometido a una coccion alcalina al vapor y posteriormente a una molienda del
grano entero, lo que permite retener todas las porciones del mismo incluido el
pericarpio, el cual se ha reportado que contiene compuestos bioactivos como la
fibra dietética y los fendlicos. Por lo anterior, resulta de interés evaluar el efecto de
ambos métodos de nixtamalizacion sobre los compuestos bioactivos presentes de
manera natural en el maiz, asi como su posible efecto quimioprotector en estadios

tempranos de cancer de colon.
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IV. OBJETIVOS

A. General
Comparar la composiciéon quimica y la capacidad antioxidante de harinas

comerciales de maiz nixtamalizadas, y evaluar su potencial quimioprotector sobre

el estadio temprano de cancer de colon.

B. Particulares

1. Caracterizar quimica y nutracéuticamente 4 diferentes harinas

nixtamalizadas, asi como tortillas elaboradas a partir de estas.

2. Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de cada una

de las muestras de harina y tortilla, mediante los métodos ABTS y FRAP.

3. Evaluar el potencial quimioprotector de tortillas elaboradas a partir de las

harinas nixtamalizadas sobre el estadio temprano de cancer de colon.
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V. ESTRATEGIA GENERAL

Harinas comerciales de
maiz nixtalizadas (HMN)

Elaboracion de tortillas

A\ 4

N

A4

\ 4

A4

Composicién quimica

Compuestos bioactivos

Extracto metandlico
(Cardador-Martinez et al. 2002)

Proteina (920.105)
Lipidos (920.39)
Cenizas (945.46)
Humedad (925.23)

Carbohidratos*
(AOAC, 2002)

* Fibra total (soluble e
insoluble)( shiga et al., 2003)

* Almidodn resistente
(Saura-Calixto et al., 1993)

* Diferencia de pesos

\4

Ensayo in vivo

+ AGCC
(Campos-Vega et al., 2009)

« FCA (Bird, 1987)

v v

Compuestos fendlicos

Capacidad antioxidante

2008)

* Fenoles totales
(Singleton y Rossi, 1965)

* Taninos condensados
(Feregrino-Pérez et al.,

* Flavonoides
(Oomah et al., 2005)

- FRAP

+ ABTS

(Fukumoto y Mazza, 2000)

(Nenadis et al., 2004)
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VL. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

1. Compuestos quimicos

La a-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, 2-aminoetildifenilborato, rutina, (+)-
catequina, acido ferulico, acido acético, acido propionico, acido butirico, acido
férmico, vainillina, ABTS, azul de metileno, hematoxilina y eosina, y azoximetano
(AOM) se adquirieron de Sigma Chemical Co. El metanol, etanol, éter de petroleo,
éter etilico, formaldehido, xileno, acido sulfurico, acido clorhidrico, sulfato de sodio,
sulfato de cobre, hidréxido de sodio (NaOH) e hidréxido de potasio (KOH) se
adquirieron de J.T. Baker. Por ultimo el trolox, y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

se adquirieron de Aldrich Chemical Co.

2. Material biolégico

Se utilizaron cuatro diferentes harinas comerciales de maiz nixtamalizado.
Dos de ellas fueron obtenidas mediante la Tecnologia Limpia para la elaboracién
de harina de maiz nixtamalizado (H1 y H2), y dos muestras comerciales obtenidas
mediante el método tradicional de nixtamalizacién (H3 y H4). Todas las hariras

fueron proporcionadas por la empresa Sodif S.A. de C.V.

Para llevar a cabo el ensayo in vivo se produjeron tortillas a partir de cada
una de las harinas, en una troqueladora convencional. Se utilizaron ratas macho
Sprague Dawley de 4 semanas de edad, de la misma linea genética adquiridas en

Harlan Laboratories, Inc.
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B. METODOS

1. Caracterizacion quimica y nutracéutica

1.1.  Analisis proximal

Se determind el contenido de cenizas (técnica No. 945.46), humedad
(técnica No. 925.23), proteina (técnica No. 920.15) y lipidos (técnica No. 920.39)
de las diferentes muestras de harina de maiz y tortilla mediante las metodologias
descritas por la Asociacion Americana de Quimicos Analistas (AOAC, 2002). El

contenido de carbohidratos se obtuvo por diferencia de peso.

1.2. Fibra total (soluble e insoluble)

Se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Shiga et al., (2003) por
medio de la hidrélisis enzimatica de las muestras de maiz con a-amilasa, proteasa
y amiloglucosidasa. Para la extraccion de fibra insoluble, se adicioné solucién
amortiguadora de fosfato 0.08 mM a pH 6 a la muestra pulverizada, seguida de la
adicién de a-amilasa (0.1 mL); el frasco se tapd y protegié de la luz, se incubd en
bano Maria a 95 °C por 30 min, agitando cada 5 min. Transcurrido el tiempo se
llevd a temperatura ambiente y se ajusté el pH a 7.5 con NaOH 0.275N.
Posteriormente, se adiciond proteasa (5 mg/mL) y se incubd en bafio Maria a 60
°C por 30 minutos con agitacion continua. Transcurrido el tiempo la muestra se
llevé a temperatura ambiente y se ajustdé el pH a 4-4.6 con HCI| 0.325N. Se
adiciond amiloglucosidasa (0.1 mL), y se incubé nuevamente en bafio Maria por
30 min a 60 °C con agitacién continua. Al término de la incubacion, se filtré al
vacio con papel Whatman No. 4 y se realizaron dos lavados con agua a 60 °C. El

papel filtro se secd6 en estufa a 60 °C.

Para la fraccion soluble, se adicion6 etanol al 78% al sobrenadante obtenido en la
parte insoluble (en una porcion 1:1 v/v) y se almacené en refrigeracion durante 24
h. Finalmente se filtré al vacio con papel Whatman No. 42 y se realizaron dos
lavados con acetona. El papel filtré se sec6 en estufa a 60 °C.
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1.3. Almidon resistente

El contenido de almiddn resistente se cuantificd por el método propuesto
por Saura-Calixto et al. (1993), mediante una hidrélisis enzimatica con
amiloglucosidasa. Se adiciond solucion de KOH (2M) a la muestra, con agitacion
continua por 30 minutos a una temperatura de 25 °C. Posteriormente se adicion6
solucion amortiguadora de acetatos (0.4 M, pH 4.75)y se ajusto el pH a 4.74 con
HCI 2N. Se adicion6é amiloglucosidasa y se incubd por 30 min a 60 °C en bafio
Maria con agitacion continua. Las muestras se centrifugaron a 3000 g por 15 min y
se colectd el sobrenadante. El residuo remanente se resuspendié en agua

destilada y se centrifugd nuevamente. El residuo obtenido es el almiddn resistente.

1.4. Cuantificacion de compuestos fendlicos

1.4.1. Obtencién del extracto metandlico

Los compuestos fendlicos se extrajeron mediante la metodologia propuesta
por Cardador-Martinez et al. (2002). Brevemente, 1 g de muestra se colocé en un
matraz Erlenmeyer y se adicionaron 10 mL de metanol. El matraz protegido de la
luz se coloco en agitacion por 24 h a 25 °C. Posteriormente se centrifugé a 4000 g
por 10 min y se utilizé el sobrenadante para la cuantificacion de compuestos

fendlicos.

1.4.2. Fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales (FT) se llevd a cabo mediante la técnica
propuesta por Singleton y Rossi, (1965). Se tomaron 500ul de extracto metandlico
y se adiciond reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10). La reaccion se neutralizé con
NaCOs (60 g/L) y se mantuvo en reposo durante 2 h en oscuridad. La lectura se
realizd en un espectrofotémetro (Perkin-Elmer Lambda 40, UV-visible) a una
longitud de onda de 760 nm. La concentracion se determind comparando contra
una curva estandar de acido ferulico en un intervalo de 0 a 1 ug/mL (Anexo 1). Los

resultados se expresan como ug equivalentes de acido ferulico/ g de muestra.
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1.4.3. Taninos condensados

Los taninos condensados (TC) se cuantificaron de acuerdo al método
propuesto por Deshpande y Cheryan (1985) acoplado a microplaca (Feregrino-
Pérez et al., 2008). Brevemente, se tomaron 50 ul del extracto metandlico y se
colocaron en una microplaca. Se adicionaron 200 ul de solucién 1:1 de vainillina
1% - HClI 8%. La cuantificacion se realizé en un Multiskan (Thermo Electron
Corporation, Multiskan Ascent, Modelo 51118307) a una absorbancia de 495 y 540
nm. La concentracién se determind comparando con una curva estandar de (+)-
catequina con un intervalo de 0 a 1 mg/mL (Anexo 2). Los resultados se expresan

como mg equivalentes de (+)-catequina/ g de muestra.

1.4.4. Flavonoides

Se determiné mediante el método propuesto por Oomah et al. (2005). Se
mezclaron 50 ul de extracto metandlico con 180 ul de agua destilada y solucion de
20ul de 2-aminoetildifenilborato (10%) en los pozos de la microplaca. La lectura se
llevé a cabo a una absorbancia de 404 nm en un espectrofotometro. La
concentracion se determindé comparando con una curva estandar de rutina con un
intervalo de 0 a 50 ug/mL (Anexo 3). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de rutina/ g de muestra.

1.5. Capacidad antioxidante

1.5.1. Método del acido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS)
La determinacién de la capacidad antioxidante por el método acido 2,2-
azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS) se llevé a cabo mediante la técnica

descrita por Nenadis et al. (2004), en microplaca.

Se prepard una solucion acuosa 7 mM de ABTS y una solucion de KzS,0s
140 mM, se mezclaron 5 mL y 88 ul, respectivamente. Se dejaron reposar durante

12 h en oscuridad para favorecer la generacion del radical. Posteriormente, se
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realizé una dilucion mezclando 500 ul de la solucién con 20 mL de etanol. La

solucion se leyd a una longitud de onda de 734 nm.

Para la cuantificacion en las muestras, se colocaron 20 ul del extracto
metanolico en una microplaca de 96 pozos y se adicionaron 230 ul de ABTS". Las
muestras se prepararon por triplicado y la placa se leyo6 al tiempo 0 y 6 min a 734

nm en un espectrofotometro.

El porcentaje de inhibicion se calculé de a cuerdo a la siguiente férmula:

%lnhlblClén = [(1'Amuestra) /Acontro|] X 100

2. Ensayo in vivo

Se utilizaron 60 ratas macho Sprague Dawley, de 4 semanas de edad. Los
animales se sometieron a un periodo de adaptacién de una semana en bioterio a
25 °C, bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y con acceso libre a alimento y
agua. Después del periodo de aclimatacién, los animales se dividieron en 10

grupos, tal como se muestra en el Cuadro 2.

El cancer de colon se indujo con dos dosis (una por semana) de 15 mg/kg
de azoximetano (AOM) via subcutanea, suministradas en las semanas 7 y 8 de
tratamiento. Los tratamientos se administraron durante 15 semanas (Figura 7). Se
llevd un registro semanal de la ganancia en peso de los animales, asi como del
consumo de agua y alimento. Por otra parte, a lo largo del periodo experimental se
tomaron tres muestras de heces (inicial, media y final) por grupo de tratamiento

para determinar la concentracién de acidos grasos de cadena corta (AGCC).
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Cuadro 2. Grupos de tratamiento para ensayo in vivo

Grupo Tratamiento n
1 Control (alimento comercial) 4
2 Control de tortilla de maiz derivada del proceso 1 4
3 Control de tortilla de maiz derivada del proceso 2 4
4 Control de tortilla de maiz derivada del proceso 3 4
5 Control de tortilla de maiz derivada del proceso 4 4
6 AOM* (AOM + alimento comercial) 8
7 AOM + tortilla de maiz derivada del proceso 1 8
8 AOM + tortilla de maiz derivada del proceso 2 8
9 AOM + tortilla de maiz derivada del proceso 3 8
10 AOM + tortilla de maiz derivada del proceso 4 8

AOM* = Azoximetano

Semanas
o 1 2 3 4 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
I | | | | I [ | [ 1
Adaptacién ss Dieta basal
G1 — :
AOM Dieta basal
]
G2 |¥ |
SS Tortilla(1020304)
G 3-6 };
AOM

Tortilla s~ 22% del total de la dieta*

*Consumo per cdpita de tortilla en la zona rural = 325 g/dia

SS/AOM (15 Mg/Kg) mmmsd- Via subcutanea

Figura 7. Disefo experimental del ensayo in vivo
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Al final del experimento todos los animales de cada uno de los grupos de
tratamiento se sacrificaron. Para ello, primero se anestesiaron con éter etilico,
posteriormente se cortd la vena aorta y se extirpd el colon, cortando desde el
ciego hasta el ano. El contenido cecal por grupo de tratamiento; se recolecté y
almacené a -70°C para realizar la cuantificacion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC). Una vez recolectado el contenido cecal, el colon se lavé con solucién
salina y se cortd longitudinalmente; se removié la parte proximal y el ano,

almacenando para los andlisis histolégicos posteriores solo la parte distal.

2.1. Determinacion de fosas cripticas aberrantes (FCA)

En cada grupo de tratamiento, el tejido colénico del 50% de los animales
sacrificados se tiid con azul de metileno, mientras que el otro 50% se utilizé para
la tincibn con hematoxilina y eosina. Las técnicas empleadas se describen a

continuacion.

2.1.1 Tincién con azul de metileno

Una vez obtenido el colon distal, se fij6 en paraformaldehido al 10% por 24
horas, después el colon se tiid con azul de metileno 0.2% (en etanol) y se
observé con un estereomicroscopio para determinar el numero de FCA en la
porciodn distal del colon, por grupo de tratamiento. Las FCA se distinguen del tejido
normal por su deformidad en el tamafio y forma, agrandamiento hacia la mucosa
superficial, agrupamiento de nucleos en la zona apical de la cripta colénica de

acuerdo al método usado por Bird (1987).

2.1.2 Tincién con hematoxilina y eosina (H&E)

Posterior a la fijacién, las muestras se deshidrataron con gradientes de
alcohol-xilol y se realizé la inclusion en parafina. Se realizaron cortes de 5 um en
microtomo (con orientacién de tejido horizontal), y se tifieron con H&E. Las
muestras se observaron en un estereomicroscopio y se determind el numero de

FCA por grupo de tratamiento (Wijnands et al., 2001).
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2.2. Concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

La concentracion de AGCC se determiné siguiendo la metodologia descrita
por Campos-Vega et al. (2009), para lo cual 1 g de contenido cecal o fecal, se
suspendieron en agua (5 veces su volumen) y se homogenizaron. La suspension
se centrifugd a 8 000 g durante 10 min a 4 °C y se ajusté el pH (2-3) con HCI 0.1M.
El sobrenadante se filtr6 con una membrana (0.45 um) y se llevd a cabo la
determinacién mediante cromatografia de gases (CG), utilizando He como gas
acarreador a un flujo de 0.5 ml/min. Se utilizaron los acidos acético, propioénico y
butirico puros (0-100 mM/ml) como estandares externos para la construccion de la

curva de calibraciéon (Anexo 4) .
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

71 Caracterizacion quimica y nutracéutica de harinas nixtamalizadas de
maiz y tortillas

7.1.1  Composicion proximal de harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas

Se realizé el analisis bromatoldgico (proteina, lipidos, cenizas, humedad y

carbohidratos) de las cuatro harinas nixtamalizadas de maiz (H), asi como de las

tortillas frescas (TF) y tortillas deshidratadas (T) obtenidas a partir de cada una de

las harinas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Contenido de proteina, lipidos, cenizas, humedad y carbohidratos en

harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas.

Proteina Lipidos Cenizas Humedad Carbohidratos
H1 9.25+0.17 4.39 +0.11 2.17 £0.09 9.79 £ 0.09 74.41 £ 0.05
TF1 9.36 £ 0.16 4.16 £ 0.03 2.08 £ 0.07 4211 +£1.01* 42.12 + 0.89*
T 9.34 £ 0.39 4.33+0.14 215+0.24 11.52 + 0.65 72.84 + 0.63
H2 9.32 £ 0.07 428 +0.17 1.99 +0.26 9.76 £ 0.03 74.66 £ 0.11
TF2 9.04 £ 0.28 3.97 £0.23 1.90 £ 0.11 44.28 + 2.33* 40.70 £ 2.17*
T2 9.26 £ 0.15 4.09+0.16 2.18 £ 0.04 9.87 £ 0.31 74.72 £ 0.25
H3 8.97 £ 0.05 4.48 + 0.06 1.49+0.18 10.28 £ 0.03 74.76 £ 0.16
TF3 8.81+£0.21 3.93+0.04 1.31+£0.22 45.67 + 1.32* 39.55 +1.67*
T3 9.05+0.10 473+0.13 1.52+0.16 9.15+0.93 76.40 £1.12
H4 8.78+0.13 3.90+0.13 1.59+0.13 11.06 £ 0.14 74.68 + 0.02
TF4 8.70+£0.12 3.45+0.11 1.24 +0.13 4491 +2.01* 41.13 + 3.25*
T4 8.82 +0.04 4.03+0.39 1.68 £ 0.11 10.12+0.73 75.93 +1.27

H = Harina, TF = Tortilla fresca, T = Tortilla deshidratada. Los resultados son expresados en porcentaje por
gramo de muestra en base seca. Cada valor expresa la media de dos experimentos con dos repeticiones + el
error estandar. * Indica diferencia estadistica significativa respecto a la harina a partir de la cual se elaboré la
tortilla, mediante prueba de Dunnett (¢=0.05).
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Como se puede observar la concentracion de proteina en las diferentes
muestras varia de 8.78-9.32% en HMN y de 8.70-9.36% en tortillas (incluidas
frescas y deshidratadas). Estos valores son superiores a los ya reportados por
otros autores; especificamente, Agama-Acevedo et al. (2004) informaron un
contenido entre 8.28-9.33% y 7.51-8.63% para harinas de maiz y tortillas,
respectivamente. Asi mismo, Maya-Cortés et al. (2010) reportaron porcentajes de
proteina de 8.90% para maiz crudo, y 7.37 y 7.96% para tortillas preparadas
utilizando el método ecoldgico de nixtamalizacion y tortillas elaboradas con harina

instantanea, respectivamente.

Se ha sugerido que el contenido de proteina en el maiz y sus derivados
depende principalmente de la variedad de maiz empleada, asi como las
condiciones ambientales, por lo que la disimilitud de los valores del presente
estudio con los reportes existentes podria atribuirse al uso de diferentes

variedades de grano (Bressani, 2008).

El analisis estadistico del contenido de proteina no mostré diferencia
significativa al comparar la harina con las tortillas frescas o deshidratadas,
independientemente de la muestra; sin embargo, se puede observar que las
muestras 1 y 2, tanto en harinas y tortillas, presentan un contenido ligeramente
mayor a las muestras restantes. Lo anterior posiblemente se deba a que en el
proceso de obtencion de H1 y H2 se retiene el pericarpio y las capas externas del

grano de maiz, las cuales principalmente contienen fibra y proteinas.

Para la poblacion mexicana la tortilla representa una de las principales
fuentes de proteina. Se estima que provee alrededor del 50% de las proteinas
ingeridas en la dieta diaria en las zonas rurales del pais, por lo cual la

concentracion de este nutriente resulta relevante (Flores-Farias et al., 2000).

En el contenido de lipidos fue de 3.90 - 4.48%, 3.45 - 4.16% y 4.03-
4.73%, para HMN, TF y T, respectivamente. Los valores son ligeramente mayores
a los reportados por Agama-Acevedo et al. (2004) quienes encontraron un
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contenido entre 3.15 - 3.97% y 2.75 - 4.10% para HMN vy tortillas, lo cual puede

deberse a la variedad de maiz utilizada.

Dentro de la composicion de lipidos en el grano de maiz se destaca una
baja cantidad de acidos grasos saturados, asi como niveles considerables de
acidos grasos esenciales y antioxidantes naturales, todos ellos relacionados con

una buena nutricién y salud (Bressani, 2008; Vazquez et al., 2010).

En lo referente al contenido de cenizas, para todas las muestras
analizadas se observd que no existe diferencia estadistica significativa al
comparar las HMN con las TF y T derivadas de las mismas independientemente
del proceso de nixtamalizacion empleado, lo que sugiere que ambos procesos
permiten retener parte de los compuestos minerales presentes en el grano de
maiz. Sin embargo, también se observé que la muestra H1 presenté el mayor
contenido de cenizas lo que era de esperarse ya que en el proceso de Tecnologia
Limpia (TL) no se desecha el pericarpio. Este comportamiento es similar para las
TF y T elaboradas a partir de esta harina. Paredes-Lépez et al. (2006) senalan que
existe una pérdida de vitaminas y minerales por su solubilizacion durante las
etapas de coccién y remojo del grano de maiz empleadas en el proceso de NT.
Mientras que en el proceso de TL se utiliza una minima cantidad de agua para la
coccion del grano (suficiente para una coccién al vapor), lo cual posiblemente

permita retener la mayor parte de estos compuestos.

El contenido de cenizas en harina y tortillas de maiz expresa la
concentracion de minerales como Ca, Fe, Mg, P y Zn presentes en la muestra.
Algunos investigadores han reportado un incremento en el contenido de cenizas
en tortillas comparado con el maiz crudo atribuyéndolo esencialmente al hidréxido
de calcio que se incorpora durante la nixtamalizacion del grano, el cual incrementa
hasta 20 veces el contenido de calcio en la tortilla comparada con el grano crudo
(Bressani et al., 1958; Gémez-Aldapa et al., 1999; Maya-Cortés et al., 2010).
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En general, el contenido de proteina, lipidos y cenizas no mostro
variaciones estadisticas significativas al comparar las HMN contra TF y T
derivadas de cada harina, lo que sugiere que la aplicacion de los procesos
térmicos para la coccion y deshidratacion de las tortillas no influye en el contenido
de dichos nutrientes, independientemente del método de nixtamalizacién utilizado

para la obtencion de las harinas.

El contenido de carbohidratos fue determinado por diferencia de pesos. El
analisis estadistico de los datos mostré diferencia estadistica significativa al
comparar las harinas versus las TF derivadas de ellas, en todos los casos. Este
comportamiento puede atribuirse a que el contenido de humedad es
significativamente mayor en las TF que en las HMN, para todas las muestras

evaluadas en el estudio.

7.2.2 Contenido de fibra dietética y almidon resistente en harina nixtamalizadas
de maiz y tortillas

Se ha informado que el grupo de sustancias que conforman la fibra
dietética (celulosa, hemicelulosa, gomas, lignina, pectinas, entre otras) se han
relacionado ampliamente con el correcto funcionamiento del intestino y la

prevencion de enfermedades crénico degenerativas (Escudero y Gonzalez, 2006).

El Cuadro 4 presenta el contenido de fibra dietética insoluble (Fl), soluble
(FS) y total (FT), asi como el contenido de almidon resistente (AR), para las
muestras de harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas deshidratadas derivadas de

las mismas.

El contenido de fibra en muestras de HNM fue mayor a lo reportado por
Palacios-Fonseca et al. (2009), quienes encontraron concentraciones de 7.74 -
9.83% para FT, 0.75 - 1.93 para FS y 6.04 - 8.26% para FI, en muestras de
harinas comerciales de maiz. Por otra parte, Mora-Escobedo et al. (2009)

reportaron una diferencia del 45% en el contenido de FT al evaluar dos variedades
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de maiz, y sugieren que ésta puede ser atribuida a las diferencias en el morfologia
del grano, ya que el tamafo en las variedades evaluadas era distinto. Si bien el
contenido de fibra en el maiz y sus derivados puede estar directamente
relacionado con la variedad de grano que se utiliza, el proceso de obtencion de las
harinas y la técnica empleada en la cuantificacion de los compuestos también

resultan fundamentales.

Cuadro 4. Contenido de fibra dietética insoluble, soluble y total, y almidén
resistente en harinas de nixtamalizadas de maiz y tortillas.

Fibra Insoluble  Fibra Soluble Fibra Total Almidon

Resistente
H1 24.49 + 0.22 1.19 + 0.03 25.70 £ 0.25 26.09 = 1.01
T1 24.01 +0.23 2.17 + 0.09* 26.17 + 0.30 28.69 + 0.52
H2 22.16 + 0.30 1.90 + 0.08 24.17 £ 0.35 25.46 + 1.67
T2 22.27 +0.43 2.63+0.11* 24.89 + 0.80 27.99 = 0.65
H3 18.83 + 0.38 1.37 £ 0.10 20.20 £ 0.33 27.11 +0.83
T3 18.50 + 0.25 2.94 + 0.07* 21.44 +0.21* 28.03 + 0.52
H4 17.55 + 0.27 1.46 + 0.08 19.00 + 0.24 30.88 = 0.77
T4 17.74 £ 0.13 3.09 + 0.05* 20.82 + 0.12* 31.64 = 0.87

H = Harina, T = Tortilla. Los resultados son expresados en porcentaje por gramo de muestra en base seca.
Cada valor expresa la media de dos experimentos con dos repeticiones + el error estandar. * Indica diferencia
estadistica significativa respecto a la harina a partir de la cual se elaboré la tortilla, mediante prueba de
Dunnett (0=0.05).

También se puede apreciar que no existe diferencia significativa en el
contenido de fibra dietética insoluble al comparar la harina con la tortilla,
independientemente de la muestra, lo que sugiere que el proceso de coccion y
secado de las tortillas no tiene influencia sobre la concentracion de esta. No
obstante, como se esperaba, las muestras 1 y 2 presentaron un mayor contenido
que 3 y 4, obtenidas mediante el proceso tradicional de nixtamalizacion. Respecto
a este comportamiento algunos autores sugieren que las etapas de coccidon
alcalina y el remojo del grano de maiz utilizadas en la nixtamalizacion tradicional

provocan la disoluciéon e hinchamiento de las capas del pericarpio lo que causa
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que las paredes celulares (principales componentes de la fraccion de fibra
insoluble del maiz) se vuelvan fragiles facilitando con ello su remocién (Paredes-
Lépez et al., 2006).

La cantidad de fibra dietética soluble (FS) en tortillas mostré un
incremento significativo en comparacién con las HMN, para todas las muestras
analizadas. De igual manera se puede apreciar una mayor concentracion en el
contenido de fibra dietética total de la tortilla en comparacion con las HMN, el cual
esta relacionado con el incremento de la fraccidén soluble; sin embargo, éste sélo
es significativo para las muestras 1 y 2. El incremento en la fraccidén soluble se
puede vincular a diversos factores como el tratamiento alcalino al que previamente
se somete el maiz durante la coccidn el cual ocasiona una reduccién del peso
molecular de sustancias solubles unidas a los polisacaridos, asi como también a
alteraciones del almidén causadas por la temperatura de coccion de la tortilla,
entre otros (Singh et al., 2007).

El contenido de FS en los alimentos es de gran interés debido a que se le
ha relacionado con beneficios a la salud por servir como sustrato a las bacterias
coloénicas, las cuales liberan como producto de su metabolismo acidos grasos de
cadena como: acético, propidnico y butirico, que han sido relacionados con un
efecto quimioprotector contra el cancer de colon (Lupton, 2004; Young et al.,
2005).

En cuanto al contenido de almidon resistente (AR) se observd un
incremento en tortillas comparadas con harinas independiente del proceso de
nixtamalizacion empleado para la obtencion de las harinas, sin embargo, dicho
incremento no es estadisticamente significativo para ninguna de las muestras.
Autores como Rendon-Villalobos et al. (2002) y Mora-Escobedo et al. (2009)
reportan un comportamiento similar al analizar el contenido de AR en muestras de
maiz crudo, masa y tortilla, encontrado la mayor concentracion en estas ultimas.
Respecto a este efecto, los autores sefalan que el tratamiento térmico aplicado en
la coccidn de la tortilla seguido de una etapa de enfriamiento y almacenamiento a
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bajas temperaturas, favorecen la retrogradacién del almidén y con ello un
incremento en la concentracion de AR, el cual forma parte de la fraccion soluble

de la fibra dietética.

Dependiendo de la velocidad y grado de digestion del almidén y, por lo
tanto, del contenido de AR en los alimentos, este puede ejercer diferentes efectos
sobre la salud incluyendo: reduccion del indice glicémico, efecto
hipocolesterolémico, y proteccion contra cancer colorectal (Jenkins, 2000; Le Leu
et al., 2006; Sanchez, 2012).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por
Meza-Rivera (2011), quien informa valores de 29.93% y 32.50% para harina de

maiz crudo y maiz extrudido, respectivamente.

7.1.3 Concentracion de fenoles totales, taninos condensados y flavonoides en
harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas

Diversos estudios han demostrado que el consumo de granos integrales
ayuda a la reduccion del riesgo a padecer enfermedades crénico-degenerativas,
como obesidad, enfermedades cardiovasculares y cancer. Esto a su vez esta
relacionado con la presencia de compuestos fitoquimicos como los compuestos
fendlicos (taninos, acidos fendlicos, flavonoides, etc.), los cuales poseen
propiedades antioxidantes (Dykes y Rooney, 2007; Mukhtar, 2007; Hu et al., 2010;
Sergent et al., 2010).

La concentraciéon de fenoles totales se presenta en la Figura 8. El
contenido de estos compuestos en las muestras bajo estudio presenté un
incremento significativo al pasar de harinas a tortillas, mostrando valores entre
0.88 - 1.20 y 1.99 - 2.80 ug equivalentes de acido ferulico por gramo de muestra,

para HMN vy tortillas, respectivamente.

Es importante mencionar que los compuestos fendlicos presentes en los

cereales y productos derivados de ellos, pueden encontrarse en dos formas: libres
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(extraidos con solventes organicos) o ligados (extraidos mediante hidrdlisis). Estos
ultimos representan aproximadamente el 80% de los compuestos fendlicos
presentes en el maiz (Adom y Liu, 2002; De la Parra et al., 2007; Dykes y Rooney,
2007).

Contenido de fenoles totales
(Mg equivalentes de acido ferulico/g de
muestra)

H1 T H2 T2 H3 T3 H4 T4

Figura 8. Contenido de fenoles totales en harinas nixtamalizadas de maiz y

tortillas. H = Harina, T = Tortilla. Cada valor expresa la media de dos experimentos con dos
repeticiones t el error estandar. * Indica diferencia estadistica significativa respecto a la harina a
partir de la cual se elaboré¢ la tortilla, mediante prueba de Dunnett («=0.05).

Un comportamiento similar al de las muestras bajo estudio fue reportado
por Salinas-Moreno et al. (2007) quienes evaluaron la concentracién de fenoles
libres y fenoles totales en maiz crudo, masa vy tortillas, reportando valores entre
6.05 - 8.75 umol/g y 5.46 — 9.03 umol/g para masa y tortillas, respectivamente. De
acuerdo a sus resultados, los autores informan que existe un incremento en el
contenido de fenoles libres en masa y tortillas comparadas con el maiz crudo,
encontrando la mayor concentracién en tortillas. Estos autores sefalan que este
incremento se debe en parte a la hidrdlisis alcalina que sufren las diferentes
estructuras del grano durante el cocimiento con hidroxido de calcio en la
nixtamalizacion, lo que induce la liberacion de algunos de los compuestos

fendlicos ligados a la hemicelulosas del pericarpio. Por otra parte, la aplicaciéon de
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calor durante la coccién de la tortilla también ejerce un efecto, aunque en menor

medida.

La muestra T1 presenté el mayor incremento en el contenido de fenoles
totales respecto a la harina a partir de la cual se elabord, presentando 1.67 ug
equivalentes de acido ferulico/g de muestra mas que H1, lo cual sugiere que el
proceso de Tecnologia Limpia como alternativa para la obtencion de harinas
nixtamalizadas de maiz permite una mayor retencién de los compuestos bioactivos
presentes de manera natural en el grano de maiz, en contraparte con el proceso

tradicional de nixtamalizacion.

Mora-Rochin et al. (2010) analizaron el contenido de fenoles libres y ligados
en cuatro variedades de maiz crudo, asi como en tortillas elaboradas a partir de
harinas de maiz extrudidas y tortillas obtenidas mediante nixtamalizacién
tradicional. Ellos observaron que en ambos tipos de tortilla existe una reduccion en
el contenido de fenoles totales en comparacion con el maiz crudo; sin embargo, la
pérdida es menor en el proceso de extrusion, y esto lo atribuyen tanto a la
retencién de todas las fracciones del grano, como a las condiciones de obtencién

de las harinas de maiz.

La Figura 9 presenta el contenido de taninos condensados en las muestras
de harina de maiz y tortillas derivadas de ellas. Los taninos condensados son
compuestos a lo que se les consideraba como antinutricios; sin embargo, en los
ultimos anos han recibido mayor interés como antioxidantes naturales, ya que
reaccionan con los radicales libres del organismo considerados causantes de

diversos tipos de cancer.

La concentracion de taninos obtenida para las HMN se encuentran dentro
del rango 2.04 - 3.97 mg equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra. Los
valores obtenidos en este estudio resultan inferiores a lo reportado por Pineda-
Rodriguez (2009) para harinas de maiz crudo (6.25 - 9.68 mg equivalentes de (+)-

catequina por gramo de muestra) y Meza-Rivera (2011) para maiz extrudido (12.0
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mg equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra). Las diferencias
encontradas pueden deberse a que existen variaciones en el contenido de taninos
de acuerdo a la variedad del grano bajo estudio. Cabe destacar que estos serian
los primeros reportes sobre la concentracién de taninos condensados en harinas
nixtamalizadas de maiz. Los taninos son metabolitos secundarios de la planta, por
lo que su presencia puede variar por las condiciones ambientales bajo las cuales
se desarrolle; incluso dentro de una misma variedad se encuentran fluctuaciones

en la concentracion dependiendo de la region en que se encuentre.
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Contenido de taninos condensados (mg

H1 T H2 T2 H3 T3 H4 T4

Figura 9. Contenido de taninos condensados en harinas nixtamalizadas de maiz y

tortillas. H = Harina, T = Tortilla. Cada valor expresa la media de dos experimentos con dos
repeticiones + el error estandar. * Indica diferencia estadistica significativa respecto a la harina a
partir de la cual se elabor¢ la tortilla, mediante prueba de Dunnett (0=0.05).

La muestra T3, obtenida mediante el empleo del proceso tradicional de
nixtamalizacion, presentd el mayor contenido de taninos condensados (35.11 mg

equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra) de todas las muestras.

De manera general, las muestras de tortillas evaluadas en el presente
estudio exhibieron un increment6 significativo en la concentracién de taninos

condensados en comparacion con las harinas a partir de las cuales se elaboraron.
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Dicho incremento fue de 16.74, 17.97, 33.07 y 9.68 mg equivalentes de (+)-
catequina para H1, H2, H3, y H4, respectivamente, cada una de ellas comparada
con su contraparte en tortillas. Estas diferencias posiblemente sean a
consecuencia de la formacién de complejos entre los taninos condensados y
proteinas, polisacaridos o algunos minerales presentes en las HMN, lo cual
dificulta su extraccién y por tanto su cuantificacion. No obstante, es posible que los
diferentes cambios estructurales que sufren los nutrientes al aplicar el tratamiento
térmico necesario para la coccion de la tortilla provoquen la hidrdlisis de dichos

complejos, dejando algunos taninos condensados libres para su cuantificacion.

En la Figura 10 se muestra el contenido de flavonoides en las muestras
de HNM vy tortillas. Se observd una reduccion estadisticamente significativa en el
contenido de dichos compuestos al pasar de harinas a tortillas en las muestras 1y
3, lo cual pudiera sugerir que la aplicacion del tratamiento térmico en la coccién de

la tortilla posiblemente causé la degradacion de algunos compuestos.
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Figura 10. Contenido de flavonoides en harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas.
H = Harina, T = Tortilla. Cada valor expresa la media de dos experimentos con dos repeticiones *
el error estandar. * Indica diferencia estadistica significativa respecto a la harina a partir de la cual
se elabord la tortilla, mediante prueba de Dunnett (¢=0.05).
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7.2 Capacidad antioxidante de harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas

Se realizé la medicion de la capacidad antioxidante de los extractos
metandlicos de las harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas mediante las

metodologias ABTS y FeSO,. Los resultados se presentan en el Cuadro 5.

En general, los resultados muestran que existe una reduccién significativa
estadisticamente, de la capacidad antioxidante de las tortillas comparadas con
harinas, independientemente de la metodologia empleada para la determinacién

de dicho parametro, siendo mas marcada para el método de ABTS.

Cuadro 5. Capacidad antioxidante de harinas nixtamalizadas de maiz y tortillas.

ABTS FRAP
umol eq. de Trolox/ ARA (%) umol eq. de FeSO4/ g
g muestra muestra
H1 8.01 £ 0.06 58.63 + 0.06 14.58 = 0.64
T1 1.79 = 0.09* 9.69 = 0.70* 9.08 + 0.34*
H2 9.08 + 0.03 67.11 £ 0.25 17.01 = 0.49
T2 2.36 + 0.07* 14.22 + 0.55* 12.41 £ 0.34*
H3 8.28 + 0.08 60.63 + 0.61 17.07 =+ 0.17
T3 1.13 = 0.01* 4.54 + 0.06* 7.97 + 0.19*
H4 9.23 + 0.09 68.00 + 0.68 18.75 + 0.35
T4 1.33 £ 0.07* 6.15 = 0.36* 10.97 = 0.16*

H = Harina, T = Tortilla. Cada valor expresa la media de tres experimentos independientes + el error estandar.
* Indica diferencia estadistica significativa respecto a la harina a partir de la cual se elabor6 la tortilla, mediante
prueba de Dunnett (¢=0.05).

El porcentaje de pérdida de la capacidad antioxidante también es
independiente del proceso de nixtamalizacion utilizado en la obtencién de las
harinas de maiz; sin embargo, se puede apreciar que la reduccion es mayor en las
muestras 3 y 4 que derivan de la NT (tanto en el método ABTS como en FRAP).
Esto concuerda con lo reportado por Mora-Rochin et al. (2010), quienes evaluaron

la pérdida de la capacidad antioxidante de tortillas obtenidas a partir de cuatro
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diferentes variedades de maiz, y utilizando dos procesos de nixtamalizacion;
reportando una mayor pérdida en las tortillas obtenidas por el método tradicional

que en la extrusion, para todas las variedades de maiz.

Por otra parte, los resultados son contrarios a lo esperado, ya que el
contenido de compuestos fendlicos totales y taninos condensados fue
significativamente mayor en las tortillas respecto a las harinas. Respecto a lo
anterior, Siddhuraju (2006) menciona que los compuestos fendlicos de alto peso
molecular presentan una mayor capacidad para neutralizar radicales libres, como
el ABTS", y que su efectividad depende ademas del peso molecular, del niumero

de anillos aromaticos y la naturaleza de la sustitucién del grupo hidroxilo.

De acuerdo con lo anterior, se podria sugerir que si bien el contenido de
compuestos fendlicos en las tortillas es mayor que en las harinas, estos no
presentan las caracteristicas estructurales mas favorables para ejercer un efecto
antioxidante. Ademas se podria sugerir, que el calor aplicado en los procesos de
coccion y deshidratacion de la tortilla pudo causar la degradacién de algunos de
los compuestos fendlicos, como los taninos condensados, dando lugar a

compuestos con menor peso molecular, afectando asi su potencial antioxidante.

En lo que respecta al método ABTS, las harinas mostraron valores de
capacidad antioxidante, expresada en umol equivalentes de trolox/g muestra
(TEAC por sus siglas en inglés), entre 8.01 y 9.23. Estos resultados son similares
a lo reportado por Pineda-Rodriguez (2009), quien informa 7.81 umol equivalentes

de trolox/g muestra, para maiz crudo.

Los valores de TEAC para las tortillas se encuentran dentro del rango 1.13 -
2.36 umol equivalentes de trolox/g muestra, siendo inferiores a lo reportado por
Meza-Rivera (2011) para totopos de maiz nixtamalizado (4.59 umol equivalentes

de trolox/g muestra).
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En el método FRAP se observd que también la muestra H4 presenta la
mayor capacidad antioxidante con 18.75 + 0.35 umol equivalentes de FeSO./g
muestra, mientras que T3 presentd el menor valor con 7.97 = 0.19 umol
equivalentes de FeSO,/g muestra. Los porcentajes de pérdida de la capacidad
antioxidante de las tortillas en comparacién de las harinas fueron de 38, 27, 53 y
41%, para T1, T2, T3 y T4, respectivamente, los cuales son menores a los

obtenidos en el método ABTS.

7.3 Evaluacion in vivo del efecto del consumo de tortilla de maiz sobre el

desarrollo de fosas cripticas aberrantes inducidas con azoximetano

7.3.1 Efecto de la adicion de tortilla de maiz a la dieta sobre el consumo de

alimento, agua y ganancia de peso

Se evalud el efecto de la adicién de 22% de tortilla de maiz a la dieta,
sobre la ingesta de agua y alimento de los animales bajo estudio. El porcentaje de
tortilla afiadida se establecié en proporcion al consumo de tortilla por una persona
adulta en la zona rural del pais, el cual es de aproximadamente 325 g al dia. Se
registr6 dos veces por semana el consumo de agua y alimento de los grupos

experimentales.

En las Figuras 11 y 12 se representa el promedio del consumo semanal de
agua y alimento para cada grupo de tratamiento, al inicio y al final del experimento
(semanas 1y 15 de tratamiento, respectivamente). Los resultados muestran que a
lo largo del periodo experimental, el consumo de agua y alimento entre los grupos
de tratamiento no presentd diferencia estadistica significativa al ser comparados
con el grupo control y el grupo AOM. Este comportamiento sugiere que ni la
adicion de tortilla a la dieta ni la administracion de AOM, influyeron en el patrén de

consumo de los animales bajo estudio.
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Figura 11. Consumo de agua de los diferentes grupos evaluados al inicio (semana

1) y final (semana 15) del periodo experimental. T = Tortilla; AOM = Azoximetano.
Cada valor expresa la media del consumo semanal por grupo de tratamiento + el error estandar.
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Figura 12. Consumo de alimento de los diferentes grupos evaluados al inicio

(semana 1) y final (semana 15) del periodo experimental. T = Tortilla; AOM =
Azoximetano. Cada valor expresa la media del consumo semanal por grupo de tratamiento + el
error estandar.
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En el consumo de alimento se observd una reduccion generalizada en la
ingesta a partir de la semanas 8 de experimentacién. EI mayor consumo de
alimento al inicio del estudio posiblemente esté relacionado con el crecimiento
normal de los animales, lo cual se vio reflejado en una ganancia promedio de peso
de 40 g por semana durante las primeras 7 semanas de tratamiento, mientras que

en las semanas posteriores la ganancia de peso semanal se redujo a 15 g.

La ganancia de peso de los diferentes tratamientos evaluados, expresada
como la diferencia de peso por animal entre la semana 1 y 15 del estudio, es
presentada en la Figura 13. El analisis estadistico de los datos no mostré
diferencia significativa al comparar los valores obtenidos en el grupo control versus
el grupo AOM, sugiriendo que el AOM no tiene ningun tipo de efecto sobre el peso
corporal de los animales. Este comportamiento ha sido reportado por otros autores
al evaluar el efecto de dosis similares de AOM (Feregrino-Pérez et al., 2008;
Vergara-Castafieda et al., 2010). Por otra parte, los grupos suplementados con
tortilla tampoco mostraron algun efecto significativo en la ganancia de peso

comparados con el grupo control o AOM.
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Figura 13. Ganancia de peso de los diferentes grupos evaluados. T = Tortilla; AOM =
Azoximetano. Los valores expresan la media de la diferencia de peso entre la semana 1y 15 de
tratamiento + error estandar.
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7.3.2. Evaluacion del consumo de tortilla sobre el desarrollo de FCA inducidas en

ratas Sprague-Dawley

Las FCA se han identificado como las primeras lesiones en el desarrollo
del cancer colorrectal en roedores tratados con carcinégenos y en humanos en
alto riesgo de desarrollar cancer de colon. Estas lesiones son utilizadas como un
punto final en la identificacion y evaluacién de la funcién preventiva o de
promocién de factores dietéticos y ambientales en el proceso de carcinogénesis
colonica. Las FCA, al ser observadas al microscépico con ayuda de diferentes
técnicas de tincion, se distinguen del tejido normal por su deformidad en el tamafo
y forma, generalmente son de dos a tres veces mas grandes que las criptas
normales, presentan una forma alargada y son microscépicamente elevadas

ademas de presentar un incrementado indice de proliferacion (Bird y Good, 2000).

En la Figura 14 se resume el efecto observado al suministrar una
concentracion de 22% de tortilla en la dieta sobre la formacién de FCA en colon de
ratas inducidas quimicamente con AOM, mediante el uso de dos técnicas de

tincion: azul de metileno y hematoxilina-eosina (H&E).

Se observo que no existe diferencia estadistica significativa al comparar el numero
de FCA en los grupos tratados con tortilla (T1 a T4) contra el grupo control. Este
comportamiento es similar tanto en la tincién con azul de metileno, como en la de
H&E, lo que sugiere que la concentracion de tortilla adicionada a la dieta no

promueve por si sola el desarrollo de FCA.

En la tincion con azul de metileno se observdé que todos los animales
inducidos con AOM presentaron FCA a lo largo de la porcion distal del colon, por
lo cual podemos considerar o sugerir que este es un buen modelo para el estudio
del estadio temprano de cancer de colon. Los resultados concuerdan con lo
reportado por Velmurugan et al. (2008) quienes informan que dos dosis (una por
semana) de 15 mg/kg de peso de AOM via subcutanea, inducen la formacién de
FCA en ratas 10 semanas después de la ultima inyeccion, independientemente del
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Figura 14. Fosas cripticas aberrantes (FCA) en la regién distal del colon para cada

grupo de tratamiento. Tincién con (A) azul de metileno y (B) hematoxilina-

eosina. T = Tortilla, AOM = Azoximetano. Los valores expresan la media por grupo de
tratamiento + error estandar. *Indica diferencia significativa respecto al grupo control sano mediante
prueba de Dunnet (¢=0.05). *Indica diferencia significativa respecto al grupo AOM.
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tratamiento que recibieron. Otros autores como Feregrino-Pérez et al. (2008) y
Vergara-Castafieda et al. (2010), también reportan que el AOM induce la

formacion de FCA 10 semanas después de la segunda administracion.

Por otra parte, se observé una reduccion en el numero de FCA en los
grupos inducidos con AOM vy tratados con tortilla (T1 + AOM a T4 + AOM) al
compararlos con el grupo AOM, independientemente del tipo de tincion. El grupo
T4 + AOM presentd el mayor porcentaje de reduccion de FCA respecto al grupo
AOM (24% con azul de metileno y 22% con H&E); sin embargo, la disminucién no
fue significativa estadisticamente; cabe resaltar que la muestra T4 deriva del uso
del proceso de NT. Contrario a lo esperado, estos resultados sugieren que el
consumo de tortilla en una proporcion del 22% del total de la dieta diaria (que es
proporcional al consumo pér capita en la zona rural del pais) no presenta efectos
importantes sobre el desarrollo de FCA en animales inducidos con dos dosis de 15
mg/Kg de AOM, independientemente del método de nixtamalizacion empleado, es
decir, no ejerce un efecto quimioprotector en el estadio temprano de cancer de

colon.

No se tienen informes sobre la evaluacidon del efecto quimioprotector del
maiz nixtamalizado y los productos derivados de este, que nos permitan comparar
los resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo, se tienen algunos reportes
sobre algunos compuestos aislados del maiz, como por ejemplo el salvado de
maiz que de acuerdo con Barnes et al. (1983) la adicién de 20% a la dieta
incrementa la incidencia de tumores en ratas inducidas con 1,2-dimetilhidrazina,
en una mayor proporcion que otros tipos de salvado. Reddy et al. (1983) por su
parte, informan que la incidencia de tumores en ratas tratadas con AOM es menor
en el grupo AOM comparada con el grupo suministrado con 15% de salvado de
maiz en la dieta. Ambos autores sugieren que el efecto quimioprotector en el

desarrollo de cancer de colon depende del tipo de fibra suministrada.

En este sentido, existen diversos estudios en animales que han demostrado
que no todos los tipos de fibra pueden inhibir el desarrollo de tumores (Castario,
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2004). Se ha sugerido que las fibras menos solubles y menos fermentables
consistentemente inhiben la inducciéon de tumores en el intestino grueso de
roedores. En contraste, un niumero importante de otras fibras han mostrado un
incremento en el desarrollo de tumores en modelos animales, lo cual se atribuye
principalmente al incremento en la proliferacion celular, entre estas fibras se
incluye el agar, el salvado de maiz y avena, y la pectina (Jacobs, 1983; Wong y
Gibson, 2003).

Los mecanismos por los cuales algunos tipos de fibra estimulan la
proliferacion celular incluye muchas posibilidades. Por ejemplo, Jacobs (1987),
menciona que algunas fibras incrementan la concentracién de acidos biliares en
el colon, los cuales se han relacionado con actividad promotora de tumores en
modelos animales. Los acidos biliares que no son reabsorbidos en el ileon son
vertidos en el intestino grueso, donde son degradados a acidos biliares
secundarios por la microflora colénica. Los acidos biliares secundarios a su vez,
han demostrado ser toxicos para el epitelio coldonico favoreciendo el incremento en
la proliferacion y regeneracion de las células epiteliales. Esta estimulacién de la
proliferacion celular puede promover el desarrollo de tumores debido al incremento
en la poblacion de células que sintetizan ADN, las cuales son mas susceptibles a

sufrir mutaciones y la subsecuente transformacion maligna.

Otro posible mecanismo por el cual la fibra no inhibe la formacion de FCA,
es el descrito por Harris y Ferguson (1993), quienes sugieren que ciertos tipos de
fibra tienen efecto sobre la detoxificacion de carcinégenos. Muchos carcindégenos
son eliminados del organismo mediante la formacion de compuestos mas
hidrofilicos, como ocurre al conjugarse con glutation o el acido glucorénico. Sin
embargo, las enzimas glucoronidasas producidas por las bacterias en el colon
liberan a los carcindégenos del conjugado glucoroénico, lo que puede causar dafio
genético a los colonocitos. Y aunque algunas fibras insolubles reducen las
actividad de las glucuronidasas, algunas solubles, como las pectinas y gomas
pueden amplificar sus actividades. También sefalan que la fibra insoluble puede
ser abrasiva y aumentar la adhesion del excremento, especialmente en la parte
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final del colon después de que el agua haya sido absorbida, lo que posiblemente
promueve un incremento en la proliferacion celular en el colon (Harris y Ferguson,
1993).

Se considera comunmente que el consumo de fibra dietaria es saludable
porque ayuda al transito intestinal y protege contra el cancer, en especial el
colorectal. Sin embargo, aumentar la cantidad de fibra en la dieta, no
necesariamente es saludable debido en parte, a que algunos constituyentes de la
fibra dietaria son realmente protectores, mientras que otros promueven la

carcinogénesis (Castafio, 2004).

En lo referente a los compuestos fendlicos, Saura-Calixto et al. (2007)
mencionan que las propiedades bioldgicas de estos compuestos dependen de su
absorcion en el intestino y su biodisponibilidad, por lo que solo los polifenoles
liberados de la matriz alimenticia por la accién de las enzimas digestivas y/o la

microflora coldénica son bioaccesibles en el intestino.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede sugerir que los
compuestos fendlicos de la tortilla posiblemente presenten una baja
biodisponibilidad debido a la formacién de complejos con otros compuestos como
pueden ser proteinas o carbohidratos complejos, lo cual podria limitar su accién
bioldgica en el colon y por tanto su efecto quimioprotector. Por otra parte, también
es posible que estos compuestos hayan sufrido una degradacion durante el
periodo de almacenamiento de la tortilla previo al suministro a los animales, lo que

obviamente, provocaria una reduccién en la concentracion de los compuestos.

7.3.3 Multiplicidad de las fosas cripticas aberrantes

El numero de FCA puede indicar el numero de lesiones iniciadas; no
obstante, se ha reconocido que existe una relacidon entre la multiplicidad de las
criptas (numero de criptas aberrantes por cada foco) y la frecuencia de desarrollo
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de tumores inducidos por la administracion de sustancias carcindgenas,
encontrando que la incidencia FCA consistentes en 4 o mas criptas presentan
mayor riesgo de desarrollar cancer de colon (Pretlow et al., 1992; Uchida et al.,

1997; Fenoglio-Preiser y Noffsinger, 1999).

Los resultados sobre la multiplicidad de las criptas obtenidos en este
estudio se presentan en el Cuadro 6. El grupo AOM presento6 la mayor cantidad de
fosas que contienen entre 1 y 3 criptas; sin embargo no se observé diferencia

estadistica significativa al compararlo con los demas grupos inducidos.

Cuadro 6. Multiplicidad de las FCA de los diferentes grupos de tratamiento.

Numero de criptas por fosa

Grupo Total FCA 13 )

AOM 44.25 + 4,97 36.75 £ 4.00 7.50 = 1.04
T1 + AOM 36.50 = 3.10 31.00 +2.48 6.50 + 0.50
T2 + AOM 38.25 +1.89 30.25 £ 1.55 7.75 £ 2.06
T3 + AOM 33.25 £ 2.33 28.00 + 2.80 5.50 £ 0.29
T4 + AOM 33.00 =+ 1.83 26.00 = 1.58 7.00 £ 0.41

T = Tortilla, AOM = Azoximetano. Los valores expresan la media por grupo de tratamiento * error estandar.

En cuanto a las fosas con 4 o mas criptas no se observd diferencia
estadistica significativa al comparar los grupos inducidos con AOM y tratados con
tortilla contra el grupo AOM; sin embargo, el grupo T2 + AOM present6 la mayor
cantidad con 7.75 fosas, siendo incluso mayor que el grupo AOM. El grupo T3 +
AOM presentd el menor numero con 5.55 fosas. Tomando en cuenta que la
muestra T2 deriva del uso de la TL como método de nixtamalizacién y T3 deriva
del uso de la NT, los resultados obtenidos son contrarios a lo esperado, ya que el
proceso de TL sugiere una mayor retencibn de compuestos bioactivos con
potencial quimioprotector en comparacion con la NT. Estos resultados coinciden
con lo reportado por Magnuson et al. (1993), quienes evaluaron el efecto del
tratamiento con acido colico sobre la incidencia de tumores en colon en ratas
inducidas con AOM, encontrando que el grupo tratado con acido cdlico e inducido

con AOM presentd un menor numero de FCA en comparacién con el grupo que
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fue solo inducido AOM; sin embargo, la multiplicidad de las criptas a lo largo del
experimento y la incidencia de tumores en colon después de 18 semanas de
tratamiento fue mayor en el grupo tratado con acido célico que en el grupo AOM,
por lo que sugieren que la multiplicidad de las FCA puede predecir el desarrollo de

tumores en colon de una forma mas confiable que el numero total de FCA.

7.4 Concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

En el Cuadro 7 se muestra la produccién de AGCC en contenido cecal y
fecal de los diferentes grupos de tratamiento. El analisis estadistico indica que no
existe deferencia significativa en la produccion de AGCC al comparar los grupos
T1 a T4 con el grupo control, tanto en el contenido cecal como en el fecal. Estos
resultados difieren de los reportado por otros autores, quienes sugieren que la
adicién de carbohidratos no digeribles a la dieta favorece o incrementa la
produccion de AGCC (Lupton, 2004; Feregrino-Pérez et al., 2008).

En general, se observd que las concentracion de acido acético, propidnico
y butirico fue mayor en el contenido cecal comparado con el contenido fecal,
excepto para los grupos T3 + AOM y T4 + AOM los cuales presentaron una mayor
concentracion de acido acético en la porcién fecal. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Feregrino-Pérez et al. (2008), quienes reportan una mayor
concentracion de AGCC en el contenido cecal de ratas inducidas con AOM vy
tratadas con un extracto de polisacaridos de frijol variedad Negro 8025. Mclntyre
et al. (1993) sefialan que la fibra dietaria presenta diferentes efectos en diferentes
regiones del lumen intestinal, dependiendo de su fermentabilidad, en base a ello
sugieren que una mayor concentracion de AGCC en la porcion fecal se debe a la

presencia de un sustrato lentamente fermentable, a lo largo del colon.

Vergara-Castafieda et al. (2010), quienes evaluaron el efecto

quimioprotector de un extracto de polisacaridos de frijol comun variedad Bayo
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Madero sobre ratas inducidas con AOM, encontraron una mayor produccién de
AGCC en los grupos tratados con el extracto de polisacaridos e inducidos con
AOM.

En el contenido fecal, la concentracion de AGCC no mostré diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos. El grupo T4 presenté la mayor
produccion de acido butirico con 2.32 + 0.04 mM/g de muestra, mientras que el
grupo T4 + AOM presentd la menor concentracién con 4.57 + 0.05 mM de &cido
butirico/lg de muestra. El contenido de AGCC en el contenido fecal puede
considerarse un reflejo del contenido en la parte distal del colon en donde mas
comun la formacion de neoplasias coldnicas, por o que es de esperarse que las
dietas que muestran un incremento en la produccién de butirato colénico o fecal
deberian ser mas protectivas que aquellas en los cuales no ocurre (Mclntyre et al.,
1993; Perrin et al., 2001).

Los efectos variables de la fibra dietaria sobre la incidencia de cancer de
colon puede atribuirse la fermentabilidad de la fibra, la cual determina su
capacidad para influenciar las concentraciones de acido butirico en la parte distal

del colon, en donde es mas comun la formacién de tumores (Mclintyre et al., 1993).
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VII. CONCLUSIONES

El uso del proceso de Tecnologia Limpia en la produccién industrial de
harinas nixtamalizadas de maiz no causa modificaciones importantes en la
composicién quimica (proteina, lipidos, cenizas, humedad y carbohidratos) de
harinas y tortillas de maiz en comparacién con el proceso tradicional; sin embargo,
permite una mayor retencién de algunos compuestos bioactivos (fibra dietética,

fenoles totales, taninos condensados y flavonoides) que el proceso tradicional.

El consumo de tortilla en una proporcion del 22% del total de la dieta
diaria, bajo las condiciones de este estudio, no inhibe el desarrollo de FCA en
animales inducidos con dos dosis de 15 mg/Kg de AOM, independientemente del

proceso utilizado para la obtencion de las harinas y tortillas.

El suministro de tortilla en la proporcion empleada en este estudio no
influye de manera significativa en la produccion de acidos grasos de cadena corta
ni en el contenido cecal ni en el fecal, es decir, no causa un incremento en la
concentracion de dichos acidos. En base a esto podria sugerirse que el tipo de
fibora presente en las tortillas de maiz nixtamalizado no es susceptible a la
fermentacion colonica, lo que a su vez se refleja en el desarrollo de FCA en todos

los grupos experimentales inducidos con AOM independientemente de la dieta.
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IX. ANEXOS

a) Anexo 1. Curva de calibracién de fenoles totales
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Figura 13. Curva de calibracion de fenoles totales expresados como ug
equivalentes de acido ferulico. Cada punto representa la media de tres

experimentos independientes.
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b) Anexo 2. Curva de calibracion de taninos condensados
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Figura 14. Curva de calibracion de taninos condensados expresados como mg
equivalentes de (+)-catequina. Cada punto representa la media de tres

experimentos independientes.

74



c) Anexo 3. Curva de calibracion de flavonoides
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Figura 15. Curva de calibracion de taninos condensados expresados como ug
equivalentes de rutina. Cada punto representa la media de tres experimentos

independientes.
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d) Anexo 4. Curva de calibracién de acidos grasos de cadena corta
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Figura 16. Curva de calibracién de acidos grasos de cadena corta expresados en
milimoles. Cada punto representa la media de tres experimentos

independientes.
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