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RESUMEN

El huitlacoche (Ustilago maydis) es un hongo que infecta al maiz, causando la
formacién de agallas en mazorcas, tallos y hojas. Los compuestos bioactivos
encontrados en las agallas (compuestos fendlicos y fibra dietaria, entre otros) han
demostrado reducir el riesgo de desarrollar cancer colorrectal y podrian actuar como
prebidticos; sin embargo, la evaluacion integral del huitlacoche como alimento es
limitada. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto quimiopreventivo in vitro
del huitlacoche sobre la sobrevivencia de células de cancer de colon humano y su
potencial prebi6tico. Se determiné la composicion quimica y nutracéutica del
huitlacoche (crudo y cocido) y su capacidad antioxidante (CA). El huitlacoche cocido
fue sometido a digestién gastrointestinal in vitro seguida de fermentacion col6nica
evaluando la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y la CA en cada etapa.
Para evaluar el potencial prebidtico se analizd el crecimiento de Lactobacillus
gasseri en presencia de la fraccion no digerible del huitlacoche (FND). Ademas, se
evaluo el efecto quimiopreventivo del extracto de fermentacion colonica (EFC) del
huitlacoche en células HT-29. La coccion incremento la fibra dietaria total (FDT,
9.5%), y redujo otros macronutrientes y la CA, disminuyéndola en un 8y 2% (DPPH
y FRAP, respectivamente). Durante la digestion gastrointestinal los flavonoides
totales y taninos condensados oscilaron entre 1.39-4.48 mg RE/g y 0.03-7.83 mg
CE/qg, respectivamente, destacando la fase gastrica (epicatequina, 45.8 mg/g) y el
iniciar la fase intestinal (acido galico 4.2 mg/g). Los valores maximos de CA fueron
5.9 mg TE/g (DPPH) en la fase gastricay 2.4 mg TE/g (FRAP) en la fase intestinal.
Se detectaron acidos grasos de cadena corta en el EFC incluyendo acido acético
(2.6-3.0 mM/L), acido propionico (5.2-7.1 mM/L) y acido butirico (0.1-3.1 mM/L). El
EFC (24h) mostré un efecto citotdéxico sobre las células HT-29 (CLso 33.34%) tras
48 horas de incubacién. L. gasseri crecio con diferentes concentraciones de FND,
siendo FND al 2% la que permitié la mayor densidad Optica. En conclusion, los
componentes del huitlacoche cocido son bioaccesibles y promueven el crecimiento
de L. gasseri, indicando su potencial prebidtico, y ejercen un efecto
guimiopreventivo en las células de cancer de colon HT-29.

Palabras clave: Huitlacoche (Ustilago maydis), digestion gastrointestinal in vitro,
prebidticos, cancer de colon.
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ABSTRACT

Huitlacoche (Ustilago maydis) is a fungus that infects maize, causing the formation
of galls on cobs, stems, and leaves. The bioactive compounds found in these galls,
such as phenolic compounds and dietary fiber, have shown to reduce the risk of
developing colorectal cancer and may act as prebiotics; however, the
comprehensive evaluation of huitlacoche as a food remains limited. This study aimed
to evaluate the in vitro chemopreventive effect of huitlacoche on the survival of
human colon cancer cells and its prebiotic potential. The chemical and nutraceutical
composition of huitlacoche (raw and cooked) and its antioxidant capacity (AC) were
determined. Cooked huitlacoche was subjected to an in vitro gastrointestinal
digestion followed by colonic fermentation, assessing the bioaccessibility of phenolic
compounds and AC at each stage. The prebiotic potential was evaluated by
analyzing the growth of Lactobacillus gasseri in the presence of the non-digestible
fraction (NDF) of huitlacoche. Additionally, the chemopreventive effect of the colonic
fermentation extract (CFE) of huitlacoche on HT-29 cells was assessed. Cooking
increased the total dietary fiber (TDF) by 9.5% and reduced other macronutrients
and AC, with an 8% and 2% decrease (DPPH and FRAP, respectively). During
gastrointestinal digestion, total flavonoids and condensed tannins ranged between
1.39-4.48 mg RE/g and 0.03-7.83 mg CE/g, respectively, with the highest
concentrations in the gastric phase (epicatechin, 45.8 mg/g) and the beginning of
the intestinal phase (gallic acid, 4.2 mg/g). Maximum AC values were 5.9 mg TE/g
(DPPH) in the gastric phase and 2.4 mg TE/g (FRAP) in the intestinal phase. Short-
chain fatty acids were detected in the CFE, including acetic acid (2.6-3.0 mM/L),
propionic acid (5.2-7.1 mM/L), and butyric acid (0.1-3.1 mM/L). The CFE (24h)
showed a cytotoxic effect on HT-29 cells (CL50 33.34%) after 48 hours of incubation.
L. gasseri grew with different concentrations of NDF, with 2% NDF promoting the
highest optical density. In conclusion, cooked huitlacoche components are
bioaccessible, promote L. gasseri growth, indicating prebiotic potential, and exert a
chemopreventive effect on HT-29 colon cancer cells.

Keywords: Huitlacoche (Ustilago maydis), in vitro gastrointestinal digestion,
prebiotics, colon cancer
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l.  INTRODUCCION
Los hongos pertenecientes a la division Basidiomycota se caracterizan por los
efectos benéficos que aportan a la salud del ser humano cuando estos son
consumidos (Valverde et al., 2015). Un ejemplo de dichos hongos es el huitlacoche
(Ustilago maydis), caracterizado por infectar al maiz (Zea mays L.) causando la
formacién de agallas en la mazorca principalmente, pero también en tallo y hojas
(Valverde et al., 1995).

Desde épocas prehispanicas, el huitlacoche ha sido considerado un hongo
comestible y ha cobrado un interés global por su sabor (Secretaria de Agricultura 'y
Desarrollo Rural, 2018). Por otra parte, por su contenido de compuestos bioactivos
como: fendlicos, fibra dietaria, aminoacidos esenciales, acidos grasos esenciales,
entre otros, este hongo podria potencialmente definirse como un alimento
nutracéutico, ya que dichos componentes han demostrado cumplir funciones
antioxidantes, inmunoreguladoras, anticancerigenas y también prebidticas
(Aydogdu & Golikgu, 2017).

Conjuntamente se ha evidenciado que los compuestos mencionados, debido a sus
caracteristicas nutracéuticas, pueden disminuir el riesgo de padecer cancer de
colon (Half & Arber, 2009; Ma et al., 2018; Zhao et al., 2018), el cual ocupa el tercer
lugar en incidencia y la segunda causa de muerte por cancer en México (Amgen,
2020).

Dado que el huitlacoche, un hongo comestible endémico de México que posee
propiedades funcionales para la salud, en este proyecto se evalud el efecto
guimiopreventivo in vitro del huitlacoche (Ustilago maydis) particularmente sobre la
sobrevivencia de células de cancer de colon humano y el efecto prebidtico que

potencialmente puede aportar cuando dichos componentes llegan al colon.
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. ANTECEDENTES
1. Céncer de colon

1.1 Generalidades

El cancer de colon o cancer colorrectal (CCR) es el segundo tipo de cancer mas
comun en mujeres, el tercero mas comun en hombres y la cuarta causa de muerte
por cancer a nivel mundial (Bray et al., 2018). Su epidemiologia varia
significativamente dependiendo la region, edad, sexo, raza, asi como factores
socioecondmicos, genéticos y ambientales (Baidoun et al., 2021; Thanikachalam &
Khan, 2019). Asimismo, se relaciona al consumo de tabaco, el sedentarismo o baja
actividad fisica, el sobrepeso y la obesidad (Murphy et al., 2019). En México, en el
periodo del 2000-2012 la tasa de mortalidad por CCR aumento de 3.9 a 4.8 (muertes
por cada mil habitantes), donde la mortalidad predominé en hombres (Sanchez-
Barriga, 2017).

El CCR es diagnosticado a través de colonoscopias de rutina; dado que la edad, a
partir de los 50 afios, es un factor importante para el desarrollo de esta patologia,
se recomienda que se realicen las colonoscopias cada 10 afios siempre y cuando
la dltima haya dado resultados normales. De manera general, los sintomas que se
presentan incluyen deficiencia de hierro, sangrado rectal, dolor abdominal, cambios
en habitos intestinales. Alrededor de 20% de los pacientes diagnosticados con CCR
presentan metastasis comunmente en noédulos linfaticos, higado, pulmones y
peritoneo (Thanikachalam & Khan, 2019).

Existen casos hereditarios como la poliposis adenomatosa familiar (FAP) y otros
como lo es el cancer colorrectal hereditario no poliposo (HNPCC), que suele ocurrir

de lado derecho del colon (Baran et al., 2018).

1.2 Proceso de carcinogénesis
En el epitelio del colon se encuentran las criptas. Al fondo de dichas criptas se
localizan las células madre en un nicho donde se regula su homeostasis y su
2



actividad. Las células madre generaran células precursoras que se diferenciaran en
enterocitos, células caliciformes o células enteroendocrinas con funciones como
absorcion de nutrientes, produccion de mucosas y produccion de hormonas
respectivamente. Las células cancerigenas de CRC tienen origen a partir de la
acumulacién y propagacién de mutaciones (Li et al., 2021).

En condiciones normales, cuando una célula presenta varias mutaciones, el gen
supresor tumoral poliposis adenomatosa coli (Apc) provoca la apoptosis de dichas
células. Sin embargo, cuando Apc se encuentra mutado, este no realiza su funcion
y las células empiezan a dividirse de manera acelerada generando pélipos, que se
pueden clasificar en adenomatosos o serrados (Figura 1); los primeros suelen tener
mutaciones en el gen Apc, mientras que los segundos los tienen en genes de
reparacion de ADN (Li et al., 2021; Rashtak et al., 2017; Zeki et al., 2011).

Polipo adenomatoso
Epitelio colorrectal normal Cripta displasica benigno Adenoma grande Carcinoma Tumor invasivo Metastasis distal

Mutacién inactivadora o delecién de APC Mutacién oncogénica KRAS
>

Mutacién inactivadora o delecién de TP53

___Inflamacion
@ ilidad genémica y mutaci
Evasion de destruccion inmune
C Mantenimiento de sefializacion proliferativa )
C D I de energia celular D
¢ Disfuncion telomérica y reactivacion de telomerasa )
( Resistencia a muerte celular )

@ Evasion de supi de crecimi

J
C Induccién de angiogénesis D
[ Invasion y metastasi D

Figura 1. Proceso de carcinogénesis (Li et al., 2021).

El modelo en donde ocurre la transicion de poélipos a adenomas cancerigenos a
partir de la acumulacion de eventos genéticos en los genes Apc, Kras y Tp53 fue
inicialmente propuesto por Fearon y Vogelstein en 1990 (Fearon & Vogelstein, 1990;
Li et al., 2021). La mutacién o delecion de Apc conlleva a la acumulacion de otras

alteraciones (Figura 1): mutacién de Tp53, disfuncion telomérica y rompimiento de
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ADN, seguido de la proliferacion y metastasis a raiz de mutaciones en Kras que
finalmente derivara en la formacién de tumores malignos (Li et al., 2021; Zeki et al.,
2011).

Un modelo en ratones demostré que la proliferacién y metéstasis son atribuidas a
la mutacion del gen Kras; dicho efecto se le atribuye parcialmente dado que activa

la sefializacion del factor de crecimiento beta (TGF-B) (Boutin et al., 2017)

Adicionalmente, como se muestra en la Figura 2, dependiendo la seccion en la que
se encuentra el carcinoma: distal o izquierdo (CCRI) y proximal o derecho (CCRD)
con respecto al angulo esplénico se han observado diferencias en incidencia, en
factores de riesgo, sensibilidad a quimioterapia, pero es importante tomar en cuenta
gue estas diferencias también son atribuidas a caracteristicas moleculares de los
tumores. Los tumores CCRD son comunmente de inestabilidad microsatelital (MSI),
mientras que los CCRI son de inestabilidad cromosomica (CIN). Estos ultimos se
caracterizan por desequilibrios en el niumero de cromosomas y pérdida de

heterocigosidad (Baran et al., 2018; lacopetta, 2002).

Colon transverso Angulo esplénico

Colon ascendiente
Colon descendiente

Proximal Distal

Colon sigmoide
Ciego

Figura 2. Secciones del colon (Modificada de lacopetta, 2002).



Los tumores MSI se caracterizan por mutacion o inactivacion del sistema de
reparacion de dafio en ADN. Los tumores observados con mayor frecuencia son de
tipo adenoma serrado sésil (SSA), lesiones premalignas con proliferacion anormal,
distorsion de criptas y dilatacién, por otro lado, adenocarcinomas mucinosos, que
se caracterizan por la excrecion excesiva de mucosa y se identifican cominmente

en pacientes que padecen enfermedad inflamatoria intestinal (Baran et al., 2018)

1.3 Genética molecular del cancer colorrectal

Aproximadamente del 70-85% de los tumores de CCR se desarrollan por la via de
inestabilidad cromosomica o via CIN, predominantemente los CCRI. El primer
modelo, conocido como la via tradicional (via CIN) fue propuesto inicialmente por
Fearon y Vogelstein (1990) que después fue confirmado por El Atlas del Genoma
del Cancer. El modelo plantea que el proceso de carcinogénesis inicia con la
inactivacion o remocion del gen supresor tumoral poliposis adenomatosa coli (Apc),
seguido de la activacion del oncogén Kras, la inactivacion del gen supresor tumoral
p53 y otras mutaciones. Las alteraciones en la regulacion de Aurora-quinasas y
guinasas tipo Polo (responsables de ensamblaje de centrémeros, duplicacion,
formacion de huso mitotico, y entrada mitética) pueden derivar en el fenotipo CIN
(Baran et al., 2018).

En la mayoria de los casos de CCRI se observan las mutaciones Kras (35-45% de
los casos de CCR), comunmente en los codones 12 y 13. Dicha mutacion activa la
proteina RAS que a su vez activa vias que conllevan a proliferacién y sobrevivencia

celular (Baran et al., 2018).

Los tumores CCRD se caracterizan por inestabilidad microsatelital y son tumores
hipermutados. Defectos en el sistema de reparacion de dafio en ADN aceleran la
acumulacién de mutaciones de nucledtido Unico, asi como alteraciones en la
longitud de secuencias microsatelitales repetitivas en el genoma. La mayoria de los

tumores HNPCC y algunos no hereditarios mostraron dichas deficiencias en la
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reparacion. Los genes de reparacion de discordancias mutS homologo 2 (Msh2),
mutL homologo 1 (MIhl), mutS homologo 6 (Msh6), PMS1 homologo 2 (Pms2),
mutL homologo 3 (MIh3) and exonucleasa 3 (Exo2) se han asociado con HNPCC.
Ademas, se han observado mutaciones en la ADN polimerasa épsilon en un
pequefo subconjunto de CCRs hipermutados y microsatélites estables que afectan
la actividad de correcciéon de la polimerasa lo cual conlleva a una incorporacion

inadecuada de las bases durante la replicacion (Baran et al., 2018).

Por otra parte, en otros estudios se ha encontrado que la via TGF-[3, esencial en el
proceso de carcinogénesis colorrectal, se inactiva en tumores MSI. Esta via a pesar
de tener una funcion que suprime el crecimiento de tumores en las primeras etapas

también participa en la metastasis en las etapas avanzadas (Baran et al., 2018).

1.4 Mecanismos de muerte celular en cancer de colon y técnicas para su
deteccion

En condiciones normales la célula tiene mecanismos para regular su desarrollo y
proliferacion. Cuando las células son defectuosas, el sistema o la misma célula se
hard cargo de eliminar dichos errores de manera controlada. Uno de los
mecanismos para su regulacion es la muerte celular programada; en ocasiones,
cuando la célula no es capaz de llevar a cabo este proceso debido a mutaciones u
otras alteraciones en conjunto con fallas para recibir sefiales que normalmente
evitarian su divisidon y proliferacion descontrolada entonces resultara en la formacién

de tumores ya sean benignos o posteriormente malignos (D’Arcy, 2019).

1.4.1 Apoptosis
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada (MCP) y fue inicialmente
descrito por Kerr, Wyllie y Currie (Kerr et al., 1972); es el proceso por el cual una
célula dafiada detiene su desarrollo y por lo tanto su division, resultando en la

muerte controlada de la célula, y su iniciacién depende de la activacion de enzimas
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caspasas. Este mecanismo se puede dar de manera intrinseca, cuando la misma
célula dafiada inicia el proceso, o extrinseca, cuando la célula dafiada interactlia
con células del sistema inmune (Figura 3). Ambas vias dependen de la activacion
de caspasa 3 para poder activar a las correspondientes enzimas (endonucleasas o
proteasas) y consecuentemente la fragmentacion de ADN y degradacién de

proteinas que resultaran en apoptosis (D’Arcy, 2019)

Via Instrinseca ] Via Extrinseca
Exterior de la celula

Estimulo citotoxico
e.g. radiacion, hipoxia, calor [ ]

Receptores de
l Membrana celular ;0 e @ ® ©® muertecelular

Formacién de poro mitocondrial Adaptadores - i

1 Interior de la célula 1

Formacién de apoptosoma Formacién de complejo de ligando-receptor-
l adaptador (Disc)

Activacion de caspasa-9 L
p s Activacion de caspasa-3 - Activacion de caspasa-8

l

/ Via de execucion

Activacién de endonucleasa \ Activacién de proteasas

Degradacién cromosémica Degradacién de proteinas nucleares y citoesqueleto

Y 4

Condensacién de cromatina y citoesqueleto

i

Formacién de cuerpo apoptético

Apobptosis

Figura 3. Vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis (modificada de D’arcy
2019)

Cabe destacar que durante este proceso el contenido intracelular es recogido por
macrofagos y no se queda en el medio. El sistema de apoptosis se encuentra
regulado, pero cuando existen fallas en él, derivan en patologias para enfermedades

degenerativas de gran importancia. Por ejemplo, una disminucion de esta actividad



puede resultar en el desarrollo descontrolado de células, como se observa en
cancer (D’Arcy, 2019).

Una de las técnicas mas utilizadas para determinar apoptosis es la citometria de
flujo. Consiste en el analisis de células o particulas embebidas en una solucion
amortiguadora que se hace fluir a través de mdultiples laseres y se puede analizar
con dispersion de luz o pardmetros de fluorescencia. La actividad apoptética se
puede observar por tincibn de Anexina V (proteina para detectar células
apoptoticas), la activacion de caspasas por colorantes 0 anticuerpos, ensayo
TUNEL (detecta fragmentacion de ADN), y la apoptosis mitocondrial que es
determinada al teflirse con Hoescht 33342 (McKinnon, 2018).

1.4.2 Necrosis y necroptosis
En contraste a la apoptosis, la necrosis ser caracteriza por la muerte celular de
manera descontrolada y no necesita energia para ocurrir. Esta se da de manera
pasiva al recibir una sefial o estimulo patologico. La necrosis consiste en el aumento
de la permeabilidad de las células por lo que aumenta su tamafio y provocan la
ruptura de la membrana liberando todo su contenido. Esto ultimo desata una

reaccion inflamatoria y dafio de los tejidos (D’Arcy, 2019; Xia et al., 2019).

Sin embargo, hay otros estudios que mencionan que existe una forma de necrosis
programada llamada necroptosis (Christofferson & Yuan, 2010). Esta via es
regulada a través de la inhibicién de caspasas y ocurre en células que muestran
deficiencia en apoptosis cuando el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el
ligando Fas (FasL) se estimulan. TNF y los receptores similares a Toll (TLR) son
inductores de este tipo de muerte celular: activan al receptor que interacciona con
la cinasa 1 de serina/treonina (RIPK1) cuando esta se une con el dominio de muerte
asociado a Fas (FADD; regulador de necroptosis). Después, al combinarse con
RIPK3, la activa y lo mismo ocurre con el dominio de cinasa de linaje mixto similar

a pseudocinasa (MLKL). Al ocurrir estas reacciones se forma una estructura llamada
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necrosoma que permeabilizara la membrana celular permitiendo el hinchamiento de

la célula resultando en necroptosis (Figura 4; Pan et al., 2022).

Adicionalmente, se cree que esta via puede ser utilizada en la prevencion de cancer
de colon de manera indirecta dado que esta muy relacionada con la enfermedad
inflamatoria intestinal (factor de riesgo) al ser un tipo de muerte celular
proinflamatoria. Varias vias de sefializacion participan en la necroptosis por medio
de las proteinas RIPK1, RIPK3 y MLKL (Pan et al., 2022).

n 1 F “ |
Receptores de muerte celular" LR4/3
TNFR

RIPK1 FADD RIPK1 TRIF
Vb {caspasa-sllo Ub caspasa-8/10

\ R :vn aspasa -8 /
RIP
P’ -caspasa -8

—_— VLKL
necrosoma g pys h -

DAMPs 1 Poro MLKL
pamps - . = Necroptosis

Figura 4. Via de necroptosis (Modificada de Pan et al., 2022).



Una de las técnicas utilizadas para la identificacion de necroptosis es la microscopia
electrénica de transmision (TEM). Esta técnica consta de dos fases: en la primera
se cultiva la célula en determinadas condiciones para su andlisis y en la segunda
se prepara para ser evaluada y observada con TEM. En el estudio por Miyake et al.
(2020) se evaluaron varias lineas celulares, entre ellas células HT29 a las que se
identificd necroptosis por ensayo de la deshidrogenasa lactica (LDH por sus siglas
en inglés/ ensayo que denota muerte celular por liberacion de la enzima lactato
deshidrogenasa o LDH al espacio extracelular). Ahi se observo citoplasma electro-
licido y dilatacion del espacio perinuclear en necroptosis (Miyake et al., 2020; Winey
et al., 2014).

1.4.3 Piroptosis
Es un mecanismo similar a la apoptosis en el sentido de que también depende de
enzimas caspasas, Y a su vez similar a la necrosis dado que también es
proinflamatoria. Su caracteristica diferenciadora es que ésta puede ser activada a
causa de un patdégeno que consecuentemente derivara en apoptosis ademas
liberara citoquinas proinflamatorias al medio, pero manteniendo la integridad del
nucleo (Figura 5). Uno de los marcadores para identificar esta via es la proteina de
alta movilidad (HMGB por sus siglas en inglés), asi como la proteina Gasdermin D
(GSDMD) (D’Arcy, 2019; Pan et al., 2022; Xia et al., 2019). Esta via es de interés
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en cancer dado que tiene un rol tanto tumorigénico como antitumoral por lo cual su

regulacién puede ser prometedora para el tratamiento y control (Xia et al., 2019).

e

Caspasas 4,5,11 activas

-
l GSOMD

oD e ~

Caspasas 4,5,11

1 Poro GSDMD

Piroptosis

Figura 5. Via piroptosis (Modificada de Pan et al., 2022).

En el estudio de Tang et al. (2020) se utilizaron las técnicas de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (cuantitativa) (QRT-PCR), Western Blotting,
inmunofluorescencia y ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para
identificar factores relacionados a la piroptosis, aunque en este y otro estudio se
hace uso de citometria de flujo y ensayo LDH para observar caracteristicas de
células en piroptosis, como la formacién de poros (ruptura de membrana) y para

detectar apoptosis respectivamente (Liu et al., 2022; Tang et al., 2020).

Otros mecanismos de muerte celular relacionados con cancer de colon son
catastrofe mitotica, ferroptosis, parthanatos, oxeiptosis, NETosis, PANoptosis, y
entosis (Pan et al., 2022).

1.5 Factores dietarios asociados al desarrollo de cancer de colon
De acuerdo con estudios epidemioldgicos, solo el consumo de alcohol y carnes rojas

ha demostrado incrementar el riesgo de padecer CCR (World Cancer Research
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Fund/American Institute for Cancer Research, 2007). Con respecto al consumo de
alcohol, se sugiere que el acetaldehido es el metabolito carcinogénico ya que afecta
la sintesis de ADN, su reparacion, altera la estructura y funcion del glutation e
incrementa la proliferacion de mucosa colonica. Por otra parte, en un metaanalisis
donde se utilizo el indice Inflamatorio Dietario (DIl, por sus siglas en inglés) se
demostré que el riesgo en la incidencia de CCR aumenta con aquellos alimentos de
mayor puntaje DIl, es decir de mayor potencial proinflamatorio. Algunos
componentes proinflamatorios de la dieta incluyen hidratos de carbono, proteinas,
grasas, grasa trans, colesterol, vitamina B12, acidos grasos saturados y hierro
(Thanikachalam & Khan, 2019).

1.6 Quimioprevencion en cancer de colon
El cancer de colon tiene un alto potencial de metastasis y suele ser detectado hasta
etapas avanzadas por lo cual se busca prevenir que se presente (Thanikachalam &
Khan, 2019). Ademas, se hace uso de endoscopias para la deteccion de polipos y
colonoscopias para su remocion, aunque lo ultimo ha sido mas efectivo para el

cancer de colon distal o CCRI (Burnett-Hartman et al., 2012; Cardoso et al., 2021)

Adicionalmente, se ha demostrado que hay diferentes agentes efectivos en la
prevencion como los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) como
la aspirina, AINES liberadores de 6xido nitrico, mesalamina (utilizada en tratamiento
de colitis ulcerosa) y otros compuestos como la curcumina y el calcio combinado
con la vitamina D (Half & Arber, 2009). Asimismo, existe evidencia de los efectos
benéficos en CCR de algunos fitoquimicos encontrados en la dieta como
flavonoides, carotenoides, antocianinas, entre otros (Zhao et al.,, 2018). La
combinacién de estos fitoquimicos con los tradicionales AINES puede favorecer
efectos sinérgicos que contribuyan a disminuir el uso de AINES para generar el

mismo efecto benéfico (Arango-Varela et al., 2021; Arango-Varela et al., 2022).
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Por otra parte, se ha demostrado en mudltiples estudios que una microbiota
equilibrada se relaciona a un menor riesgo de CCR y por ello se ha buscado mejorar
su calidad con el consumo de prebidticos que tienen un efecto sobre su huésped
(las bacterias de la microbiota). Estos pueden ser suplementados de manera
aislada, pero se pueden encontrar facilmente en alimentos que se consumen con

regularidad como en frutas y verduras (Davis & Milner, 2009).

2. Huitlacoche

2.1 Generalidades/Descripcion
El huitlacoche o cuitlacoche (Ustilago maydis) es un hongo parasito perteneciente
a la division Basidiomicetos (Figura 6). También conocido como tizén del maiz, se
caracteriza por la formacion de tumores o agallas en el maiz (Zea mays L.),
principalmente en la mazorca y también en los tallos y hojas de la planta (Juarez-
Montiel et al., 2011). Dichos tumores son cosechados y preparados de diferentes
maneras para su consumo como hongo comestible en México y otros paises de
Latinoamérica. Es un hongo heterotalico con un ciclo vital dimorfico, saprofitico y
atraviesa también una fase parasitica. En la naturaleza no es posible separar su

desarrollo sexual y patogénico (Valverde et al., 2015).
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Figura 6. Huitlacoche (modificada de Wikimedia Commons).

2.2 Ambito social

2.2.1 Enfoque histérico, percepcion y usos

El huitlacoche, nombrado asi por los Aztecas, ha sido utilizado como fuente
alimenticia en México desde los 1400s. Sus agallas han sido reconocidas como una
delicadeza culinaria y un alimento de alta calidad para introducir en la dieta diaria
por sus caracteristicas sensoriales atractivas, valor nutrimental y potencial
nutracéutico. Ha tomado popularidad de manera global en paises como Japon,
China, Francia, Espafia y Alemania y recientemente en Estados Unidos, una vez
gue aumento6 su aceptabilidad e incluso es posible adquirirlo en internet (Valverde
et al., 2015).

El huitlacoche anteriormente se daba de manera natural y espontanea. Ahora, dada

su creciente popularidad y la dependencia de su produccion al maiz, ha resultado

un reto satisfacer la demanda por lo cual su precio ha elevado relativamente; por

ello, se ha creado un proceso de produccion que implica seleccionar las variedades

de maiz mas susceptibles, como los genotipos hibridos y criollos (Aguayo-Gonzalez
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et al., 2016) y la inoculacién del hongo para inducir la formaciéon de agallas para
producirse como cultivo (Madrigal-Rodriguez et al., 2010; Patel, 2016). El principal
estado en el que se realiza este proceso tecnoldgico para la produccion del hongo
es en Puebla en los municipios de Huaquechula, Acatlan de Osorio y Atlixco
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2018).

Desde la perspectiva de los productores de maiz, ademas de ser utilizado como
alimento, también es considerado una plaga y antes que considerarlo como un
cultivo alternativo se ha estudiado extensivamente para prevenir su aparicion. Esta
es una de las enfermedades de mayor importancia ya que puede ocasionar pérdidas
importantes, en especial en variedades de maiz que son susceptibles a dicho hongo

como el maiz tierno (Zea mays) (Kaur, 2019).

2.2.2 Soberania, transicion alimentaria e importancia de la dieta tradicional
En la década de los 70s, México producia la mayoria de sus alimentos basicos,
como el frijol y el maiz. Al entrar en vigor el Tratado de Libre Comercio de América
del Norte (TLCAN) a finales de los 90s, las politicas que nacieron a raiz del tratado
tuvieron la finalidad de reducir las barreras de acceso a alimentos y a su vez mejorar
la competitividad agricola de Meéxico. Sin embargo, para el afio 2008, las
importaciones aumentaron, creando la dependencia del mercado externo para
satisfacer la demanda alimentaria, ademas disminuyendo la produccion y el acceso

a alimentos a raiz de la elevacion de costos (Rodriguez-Gomez, 2013).

Las implicaciones en la seguridad alimentaria que tuvo el TLCAN a diferentes
niveles de la cadena alimentaria afectaron principalmente al sector rural de la
poblacién y por ello nace el concepto de soberania alimentaria como movimiento
social. La soberania alimentaria tiene como objetivo que a las personas y la
comunidad a la que pertenecen se les otorgue la autonomia, solidaridad, dignidad

para decidir el futuro de los alimentos que producen y consumen y en su busqueda
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participan los productores, organismos gubernamentales, y el consumidor

(Rodriguez-Gomez, 2013; Timmermann et al., 2018).

Adicionalmente, otra de las implicaciones del TLCAN fue la transicion alimentaria,
que, si bien no ha sido el tnico responsable, tuvo una participacién importante. Esta
transicion consiste en los grandes cambios en la estructura y composicién de la
dieta que se pueden evidenciar aspectos como la composicion corporal y el estado
de salud de la poblacion y que se encuentran en paralelo con el estilo de vida,
cambios socioecondmicos y también demograficos. Se han identificado cinco
etapas por patrones especificos de dieta, actividad fisica, tamafio y composicion del
cuerpo del sistema alimentario (Figura 7); a los cambios de una etapa a otra se le

denomina transicion alimentaria (Ibarra, 2016).

Predominio de
Recoleccién Disminucién enfermedades Cambio
de alimentos Hambrunas de hambrunas cronico- conductual
degenerativas

Figura 7. Etapas de transicion alimentaria (lbarra, 2016)

De manera general, las etapas se describen como sigue: 1) Recoleccion de
alimentos- se refiere a la etapa en que los alimentos se obtenian a través de la
recoleccion y caza; 2) Hambrunas- se refiere al inicio de la agricultura donde la
poblacién estaba sujeta a los cambios de temporada y estaban expuestos a una
dieta poco variada; 3) Disminucion de hambrunas- es la etapa en que aumenté el
consumo de alimentos tanto de origen vegetal como animal; 4) Predominio de
enfermedades cronicas no transmisibles se da debido al incremento de consumo de
alimentos procesados con alto contenido de grasas, carbohidratos simples y bajo
consumo de fibra y grasas poliinsaturadas; finalmente, 5) Cambio conductual-

refiere a las acciones que consumidores y organismos gubernamentales adopten
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similares a la etapa de recoleccién con respecto a la dieta y niveles de actividad
fisica (Ibarra, 2016).

Por la continuidad que ha llevado esta transicion, se hace notar que la poblacién
mexicana se encuentra entre las Ultimas dos etapas y esto se puede deber a los
habitos de consumo, la cantidad de alimentos disponible y la cantidad de energia y
nutrimentos disponibles en ellos. El aumento en el consumo de alimentos con las
caracteristicas mencionadas va de la mano con la reduccion del consumo de
alimentos de menor densidad calorica como aquellos alimentos que han sido
minimamente procesados (Baker et al., 2020; Ibarra, 2016). La transicion de vuelta
a un patron dietético tradicional, donde se integra el huitlacoche, podria tener
efectos benéficos sobre la salud y ayudar a reducir factores de riesgo para
enfermedad cardiovascular, trastornos metabdlicos y cancer, es decir
enfermedades cronico-degenerativas no transmisibles (ECDNT) dada su
composicion de mayor aporte de fibra e hidratos de carbono complejos (Kuehn,
2019).

2.3 Composicidn quimica

El huitlacoche tiene gran valor nutrimental; su contenido de proteina oscila entre 9.7
y 16.4%; contiene la mayoria de los aminoacidos esenciales, siendo lisina el mas
abundante seguido de serina, glicina, aspartato y glutamato. Aproximadamente del
545 al 77.5% de sus acidos grasos son oleico y linoleico. El contenido de
carbohidratos oscila entre el 55.1 y 66.5 % (Tabla 1). Se determinaron también los
monosacaridos presentes y resultaron en su mayoria glucosa y fructosa, que
constituyen el 81% del total de hidratos de carbono con 16-23.5 g/100g de fibra
dietaria (Valdez-Morales et al., 2016; Valverde et al., 1995, 2015).
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Tabla 1. Composicién quimica del huitlacoche

Aporte nutricional (%)
Nutrimento (Valverde & Paredes- (Carrillo Diaz et al., (Aydogdu & Goltkg,

Lépez, 1993) 2011) 2017)
Proteinas 9.7-16.4 9.0-14.4 12.0
Grasas 1.6-2.3 0.5-2.4 1.8
Hidratos de

55.1-66.5 * 45.0
carbono
Fibra dietaria

16-23.5 52.9-64.8 11.0

total
Cenizas 5.2-7.0 3.0-8.4 *
Humedad 91.6-93.2 * 90.0

*Dato no reportado en la referencia

Su composicién puede variar dependiendo el genotipo de maiz en el cual se
desarrolla, la etapa de desarrollo en la cual se cosecha y su concentracion de

compuestos fendlicos variara con la coccion (Valdez-Morales et al., 2016).

3. Alimentos nutracéuticos

3.1 Definicion
Los nutracéuticos se definen como aquellas sustancias de las cuales se conoce
como benéficas a la salud humana, pero que no son reconocidas como nutrientes,
como las vitaminas o minerales, y que tampoco son sintetizados por el cuerpo
humano. Estos compuestos pertenecen a diferentes clases como pueden ser los
polifenoles, acidos grasos poliinsaturados, &cidos linoleicos conjugados,

terpenoides, carotenoides, flavonoides, entre otros (Dima et al., 2020).
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3.2 Compuestos nutracéuticos presentes en el huitlacoche y su potencial efecto
benéfico sobre cancer de colon
El huitlacoche ha cobrado interés en el transcurso del tiempo por sus cualidades
nutricionales y nutracéuticas, entre las cuales destaca su contenido de beta-
glucanos y su contenido de quercetina, acido feralico y rutina como se presenta en
la Tabla 2 (Valdez-Morales et al., 2016).

Tabla 2. Composicion fitoquimica del huitlacoche determinada por perfil

cromatografico en extracto crudo

Compuesto Aporte en mg/100g
Acido gélico 0.26
Acido ferulico 54.4
Acido cafeico 2.61
Acido p-cumarico 1.0
Rutina o rutésido 0.6
(+)-Catequina 1.1
Quercetina 4.5
Compuestos fendlicos totales 64.8

(Valdez-Morales et al., 2016)

3.2.1 B-glucanos
Los B-glucanos son polisacaridos no amildceos compuestos por moléculas D-
glucosa, unidos por enlaces B-glucosidicos. Generalmente se encuentran en
bacterias (en su pared celular), plantas, algas y hongos, especialmente en
Basidiomicetos. Se han identificado B-glucanos con diferentes funciones vy
estructura dependiendo la fuente donde se encontraron (Tabla 3). Aquellos
encontrados en hongos y levaduras tienen ramificaciones cortas con enlaces 3-1,6
y B-1,3 (Ciecierska et al., 2019; Jayachandran et al., 2018; Pizarro C et al., 2014),

como el huitlacoche que contiene de 1.0-12.0%. Adicionalmente, estos pueden ser
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solubles (enlaces -1,3/1,6 glucosidicos) o insolubles (enlaces

glucosidicos) (Sima et al., 2018).

Tabla 3. Algunos B-glucanos con sus respectivas fuentes

Nombre Fuente
Glomerellan Glomerella cingulate
LNT (lentinan) Lentinula edode
SPG (sonifilan) Schizophyllum commune
SSG (Sclerotinia
sclerotiorum glucano-- Sclerotinia sclerotiorum
1,3-glucano)
Glucano fosfato Saccharomyces cerevisiae
Zymocel Saccharomyces cerevisiae
Betafectin Saccharomyces cerevisiae
Zymozan Saccharomyces cerevisiae
Curdlan Alcaligenes faecalis
Krestin PSK Pneumocytis carinii
Eplicglucano Epicoccum nigrum-
GRN (grifolan) Grifola frondosa
Scleroglucano Sclerotium rolfsii
€GB (ZTS:::]? spp- F- Candida spp.
Pestolotan Pestalotia spp.

(Jayachandran et al., 2018)

B-1,3/1,4

Los B-glucanos han tomado popularidad dado que se han demostrado sus

diferentes efectos benéficos sobre enfermedades crénicas no transmisibles, entre

ellos efectos hipocolesterolémicos e hipoglucemiantes, asi como el equilibrar la

microbiota y mejorar el sistema inmune. Ademas, tienen
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inmunoreguladora y anticancerigena (Ciecierska et al., 2019). Existe evidencia de
que los B-glucanos de mayor solubilidad, como son los extraidos de setas, pueden
inhibir el cancer de colon a través de la induccion de citoquinas pro-inflamatorias, la
activacion de leucocitos, inhibicion de metéstasis y al inhibir crecimiento tumoral

(Jayachandran et al., 2018).

3.2.2 Fibra dietaria

El huitlacoche contiene desde 39 hasta 60% de fibra dietaria y contiene fibra soluble
e insoluble (Tabla 4). Se considera que el contenido de fibra dietaria del huitlacoche
y los oligosacaridos de la familia de la rafinosa presentes pueden ser benéficos a la
salud, dado que se ha demostrado que estos componentes participan en la
disminucion del riesgo de desarrollar cancer de colon ya que mejora el estado de
eubiosis en la microbiota y optimiza el transito intestinal al ser consumidos en
cantidades adecuadas (Asociacion Farmacéutica Mexicana. et al., 2011; Ma, et al
2018)

Tabla 4. Contenido de fibra en huitlacoche

Materia seca (%)

Fibra dietaria total (TDF) 40.0-60.0 39.0-60.0
Fibra dietaria soluble (SDF) 10.0-30.0 9.0-29.0
Fibra dietaria insoluble (IDF) 30.0-50.0 22.0-51.0
B-glucanos 1.0-12.0 20.0-120 (mg/q)

3.2.3 Acido ferdlico

(Juarez-Montiel et al., 2011) (Valdez-Morales et al., 2010)

El acido ferdlico (AF) es un fitoquimico o compuesto fendlico encontrado

comunmente en las semillas y hojas de las plantas, verduras, frutas y otros
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productos naturales como el huitlacoche que contiene 54.4 mg/g (Tabla 2). Este
compuesto es conocido por su capacidad de quelar radicales libres (antioxidante),
de quelacion de metales, regulacion de actividad enzimatica, transduccion de
sefiales y expresion génica, asi como funciones antiinflamatorias, anticancerigenas,

antimicrobianas, entre otras (Srinivasan et al., 2007).

En general, se dice que los fitoquimicos como el &cido ferulico tienen propiedades
anticancerigenas ya que interfieren con las vias de sefializacion intracelular
responsables del crecimiento celular, la reduccion de actividades proliferativas y la
induccion de apoptosis (Chaudhary et al., 2019).

Su capacidad antioxidante se atribuye a su caracteristicas estructurales (Figura 8)
gue promueve estabilizacion mediante resonancia al formarse el radical fenoxi, la
cual refiere la posibilidad de distribuir electrones a lo largo de la estructura una vez

gue ha donado un electron (Srinivasan et al., 2007)

H,CO e
OH

HO

Figura 8. Estructura del &cido ferulico

De acuerdo a lo informado en la revisién por Srinivasan et al., (2007), la propiedad
antioxidante del AF depende de su disponibilidad para absorberse e interactuar con
tejidos blanco. ElI AF se mantiene en la sangre durante mas tiempo a comparacion
de otros antioxidantes como la vitamina C. En condiciones normales, el 56% de AF
logra entrar al enterocito, pero no se ve detectado en el intestino por lo que ese
porcentaje se recupera en vena mesentérica plasmatica. Una parte (6%) se integra
a los hepatocitos y se secreta en la bilis y el 49.9% restante se distribuye a tejidos

periféricos y podria generar efectos bioldgicos. Ademas, existe evidencia de que el
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AF reduce los niveles de algunos mediadores de inflamacion a través de la inhibicion
de su actividad. Se ha demostrado que fitoquimicos como el AF tienen un efecto
anti-apoptotico en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Cuando
las células estan atravesando el proceso de apoptosis, expresan fosfatidil serina en
su superficie que facilita el reconocimiento y fagocitosis de los macrofagos a causa
del peroxido de hidrogeno. La externalizacion de la fosfatidil serina denota que la
célula se encuentra en una etapa pre-apoptoética y AF inhibe esa externalizacion en
las PBMC cuando han sido expuestas al peréxido de hidrogeno. Esto puede
deberse a la participacion del AF de recolectar los radicales (Srinivasan et al., 2007).

3.2.4 Quercetina
La quercetina es un tipo de flavonoide que se obtiene a partir de la dieta y es uno
de los compuestos fenélicos mejor absorbidos en las células intestinales cuando se
encuentra en su forma glucosilada y de ahi se hidroliza a aglicona y se integra al
lumen intestinal (Tang et al., 2020).. La quercetina se puede encontrar en diferentes
alimentos de origen vegetal, por ejemplo, el huitlacoche que contiene 4.5 mg/100g
(Tang et al., 2020).

Entre sus funciones conocidas destaca su participacion en la regulacion del
metabolismo del hierro. Puede reducir el hierro para inhibir la oxidacion de lipidos,
asi como impedir la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROSs). Tiene un
efecto antioxidante importante por su capacidad para recolectar EROs, y por lo tanto
inhibir peroxidacién de lipidos. Otra forma en la que se manifiesta es afectando al
glutation, la actividad enzimatica y regulando algunas vias de sefializacién (Tang et
al., 2020).

Se ha confirmado in vitro e in vivo que la quercetina tiene funciones antitumorales
al prevenir el ciclo celular, promover apoptosis, inhibir angiogénesis y metastasis
(Mirazimi et al., 2022).
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También se ha evidenciado que cierta dosis de quercetina incrementa la expresion
de proteinas proapoptéticas a la vez que reduce las anti-apoptéticas. Ahora se ha
confirmado que puede inducir apoptosis en células madre de cancer de colon
activando enzimas (caspasas-3, -8, -9) y estimulando la expresion de proteinas (Bcl-
XL, Bcl-2, Mcl-1) y genes (Bax y Bad) que participan en la sefializacion que
desemboca en apoptosis, ademas aumentando la liberacion de citocromo C (Tang
et al., 2020).

Por otro lado, se ha demostrado que la microbiota participa en la produccion de
glucosidasas y otras enzimas necesarias para transferir quercetina en moléculas

mas pequeias y faciles de absorber (Tang et al., 2020).

3.3 Capacidad antioxidante y métodos para su evaluacion
Se define antioxidante a toda sustancia que, al encontrarse en concentraciones
bajas, puede retrasar o prevenir significativamente la oxidaciéon de un sustrato
(Halliwell & Gutteridge, 2015). Esta oxidacion se da debido a las especies reactivas
de oxigeno (EROs) y las de nitrégeno (ERNSs), que incluiran radicales de oxigeno y
otros agentes oxidantes, asi como 6xido y dioxido nitrico y otros compuestos no

radicales como el acido nitrico (Gupta, 2015)

Los antioxidantes juegan un papel importante al inhibir la oxidacién de otras
moléculas rompiendo las cadenas de radicales libres al donar sus propios
electrones. Las células naturalmente poseen complejos enzimaticos tales como:
Catalasa, Coenzima Q10, Superoxido dismutasa (SOD), Glutation peroxidasa
(GPX) y sintetiza un compuesto antioxidante de suma importancia que es el
glutation a partir de otros sustratos, pero cuando la concentracion de radicales libres
sobrepasa a la capacidad antioxidante, el sistema entra en un estado de estrés
oxidativo, por lo cual es importante mantenerlos en concentraciones adecuadas
(Gupta, 2015).
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Adicionalmente, los antioxidantes se dividen en enzimaticos y no enzimaticos
(inhibidores de enzimas oxidantes, recolectores de EROs, y quelantes de metales

de transicion).

Los primeros funcionan rompiendo y eliminando radicales libres al convertirlos en
peréxido de hidrogeno y después en agua a través de una serie de reacciones que
requieren cofactores metalicos; los principales son superéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa y glutation reductasa, antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos;
ademas de antioxidantes artificiales como hidroxianisol butilado, hidroxituloeno
butilado, terbutil hidroquinona y naturales como acido ascorbico, acidos fendlicos,
cumarina, lignanos, flavonoides, isoflavonoides y taninos (Gupta, 2015).

Los segundos funcionan interrumpiendo las reacciones en cadena de los radicales
libres; entre ellos destacan la vitamina C, E, polifenoles, carotenoides, selenio y
glutation (Gupta, 2015).

Valdez-Morales et al. (2016) reportaron que el huitlacoche producido en genotipos
de maiz criollo e hibrido, al medirse con la técnica de inhibicion de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y la técnica de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno

(ORAC) se determind en promedio 75% de actividad antirradical.

Con la finalidad de evaluar la capacidad antioxidante de los compuestos antes
mencionados se desarrollaron diferentes métodos que hoy en dia se utilizan para
relacionar directamente a esta capacidad con los efectos benéficos que estos

puedan llegar a tener en la salud (Munteanu & Apetrei, 2021).

3.4 Métodos in vitro para la evaluacion de capacidad antioxidante total (TAC)
3.4.1 Método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
Es una prueba colorimétrica que se basa en la donacién de electrones de los
antioxidantes a evaluar para la neutralizacion del radical DPPH. La reaccion resulta

en el cambio color del DPPH de morado a amarillo denotando midiendo su
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absorbancia a 520 nm. Generalmente se reporta como ECsy, que es la
concentracion media efectiva de antioxidante necesario para reducir la
concentracion inicial de DPPH en un 50%. Adicionalmente se puede utilizar la
medida Tecso, €l tiempo necesario para alcanzar el equilibrio con Esp; para llevar a
cabo la prueba se necesita un espectrofotometro UV-VIS o un espectrometro de

resonancia electronica paramagnética (EPR) (Munteanu & Apetrei, 2021).

3.4.2 Prueba de capacidad de absorbancia del radical de oxigeno(ORAC)
Munteanu & Apetrei (2021) describen que esta prueba mide la capacidad de los
antioxidantes de romper la cadena de reaccion de radicales, monitoreando la
inhibicion de la oxidacion de radicales peréxilo que son de interés por predominar
en la oxidacion lipidica en sistemas biologicos, asi como en alimentos. De acuerdo
con la prueba, el radical peroxilo reaccionara con una muestra fluorescente y se
medira y registrara la perdida de fluorescencia con un fluorémetro. Generalmente
se utiliza un antioxidante de referencia, Trolox, y los valores evaluados se

describiran como equivalentes de Trolox.

3.4.3 Medicién del acido 2, 2'-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS)

Es uno de métodos colorimétricos que mide la capacidad del antioxidante para

neutralizar el radical ABTS. Este radical arroja una coloracién azul-verdosa que se

reduce al reaccionar con un agente antioxidante. Se mide el aumento o reduccion

de absorbancia y depende de la duracién de la reaccion, actividad antioxidante y

concentracion de la muestra (Munteanu & Apetrei, 2021).

26



3.4.4 Prueba de Capacidad Antioxidante de Reduccién Cuprica (CUPRAC)
Esta prueba utiliza el cobre como agente oxidante y es posible aplicarlo a
antioxidante hidrofilicos y también lipofilicos. Este método al igual que otros de su
tipo se basa en la transferencia de electrones, es decir evalla la capacidad de un
antioxidante por el cambio de color que provoca la reduccién del agente oxidante.
El grado de cambio del color (aumento o reduccién de absorbancia) esta
relacionado a la concentracion de antioxidantes presentes en la muestra (Ozyiirek
et al., 2011).

4. Digestion gastrointestinal

La digestion es el proceso por el cual los alimentos son transformados en una serie
de pasos en donde se hace uso de recursos mecanicos y quimicos para poder ser
absorbidos y aprovechados por el cuerpo; los alimentos se ingieren por la boca y
atraviesan el esofago, estbmago e intestino delgado para ser digeridos y
posteriormente, en el intestino grueso fermentados y excretados (Figura 9). Un mal
funcionamiento en este proceso deriva en problemas de malabsorcién que puede
dar paso a problemas de salud importantes (Garcia Luna & Lépez Gallardo, 2007).
De manera general el proceso digestivo se divide en etapa oral, gastrica e intestinal
y por otra parte la etapa fermentativa que se abordara en la siguiente seccion
(Boland, 2016).
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Boca Estomago Intestino delgado
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compuestos

Pancreas y
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carboxipeptidasa, biliares
elastasa), fosfolipasa A + Jugo pancreatico
« HCO3
pH Neutro pH 2 pH 7-8

Figura 9. Etapas de digestion gastrointestinal (Creacién propia con informacion
de Boland, 2016).

Boland (2016) describe las cuatro etapas de la digestion de la siguiente manera:

Etapa oral. Los alimentos ingeridos son triturados en la boca por los dientes y
comprimidos por la lengua y mejillas. Ahi se humectan y mezclan con la saliva
alcanzando una temperatura cercana a la corporal. La saliva tiene un pH casi neutro
y contiene la enzima alfa amilasa salival necesaria para hidrolizar el almidéon, asi
como mucinas, glucoproteinas para la formacion del bolo que le conferiran la
viscosidad, adherencia y lubricacion necesaria para atravesar el tracto
gastrointestinal. Es importante menciona que aqui también se secreta la lipasa
lingual, sin embargo, se encuentra en su estado inactivo. Una vez se pase a la etapa
gastrica, las condiciones del estbmago la activaran. Una vez formado, el bolo sera

deglutido para completar esta etapa.

Etapa gastrica. El bolo atraviesa el es6fago y se acumula en el estomago. El
estbmago esta dividido por tres regiones anatémicas: fondo, cuerpo y antro, donde
el primero es distensible por lo que su volumen es variable con un pH relativamente

neutro y los dos ultimos son de volumen relativamente constante con un pH acido.
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Cuando el bolo llega al estbmago se secreta acido clorhidrico y enzimas (pepsina y
lipasa gastrica) necesarias para degradar proteinas y lipidos y se mezcla para
formar el quilo. El quilo sale del estomago a traves del esfinter pildrico e inicia el
vaciado gastrico al poco tiempo de haber ingerido alimentos. Dado que el estbmago
es el ultimo paso en el proceso digestivo en el cual se pueden degradar particulas,
cabe mencionar que aquellas de mayor tamafio (>1-2mm) no salen del estbmago

hasta que este se vacia por completo.

Etapa intestinal. Se da en el intestino delgado y se divide en tres regiones. La
primera es el duodeno donde el quilo regresa a un pH neutro por la secrecion de
bicarbonato del pancreas estableciendo condiciones favorables para las enzimas
gue son secretadas en esta etapa. Adicionalmente, el pancreas secreta enzimas
hidroliticas (tripsina, quimiotripsina) o pancreatina que reaccionan con el quilo para
continuar degradando proteinas, lipidos e hidratos de carbono. La vesicula biliar
secreta bilis que también se integra al duodeno y su accion emulsificante facilita la
degradacion de los lipidos por la lipasa pancreatica. La mezcla del quilo con la bilis
y las sustancias secretadas por el pancreas forman el quimo. La peristalsis a lo largo

del duodeno tiene funcion de mezcla y de transporte.

Por otra parte, el ileon y yeyuno son las siguientes porciones del intestino donde
inicia la absorcion de nutrientes. Una vez que han sido hidrolizados, los fragmentos
digestivos resultantes deben ser translocados a la superficie de absorcion y
cualquier producto que no haya sido absorbido antes de que el quimo llegue al
colon, serd consumido por la microbiota; de ahi, pasara al colon desde la ultima
porcién del intestino a través de la valvula ileocecal que solo se abre para permitir

el paso del quimo.

5. Fermentacion col6nica
Esta siguiente etapa se da en el colon, donde se encuentra la microbiota que incluye

las mas de 1000 diferentes especies de bacterias necesarias para llevar a cabo la
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fermentacion. El colon también se divide en tres porciones: ascendente, transversal
y descendente. Las bacterias que se encuentran en las primeras dos secciones
llevan a cabo la fermentacion de residuos de los alimentos que aun no han sido
digeridos (fibra dietaria, por ejemplo) descomponiéndolos en &cidos grasos de
cadena corta (AGCC) en su mayoria, pero también en metano ((Boland, 2016;
Macfarlane & Macfarlane, 2012).

Los AGCC se transportaran para llevar a cabo diferentes funciones. A la vez, el
contenido se vuelve mas solido a causa de la remocion de agua y se almacenara y
compactara en el colon descendiente antes de ser expulsado. Una funcion adicional
del colon es la de recuperar el agua y de equilibrar electrolitos (Boland, 2016;
Macfarlane & Macfarlane, 2012).

5.1 Microbiota coldnica
El colon tiene todas las condiciones necesarias para desarrollo bacteriano
proliferativo por su temperatura, humedad, presencia o no de oxigeno (anaerobio),
y sustratos esenciales. Por ello, la cantidad de bacterias en él pueden alcanzar de
10%°- 10'Y/g. En la revisién publicada por Bach Knudsen (2015) se describe que este
conjunto de bacterias, denominado microbiota, tiene una mayor capacidad de
degradar y metabolizar algunos componentes de la dieta. Los cambios en esta
Gltima pueden afectar o interactuar con la microbiota y modificar el resultado de
diferentes mecanismos relacionados: (1) la manera en que el metabolismo es
regulado por cada bacteria donde los sustratos se degradan a productos como
resultado de la fermentacion y (2) ese mismo sustrato puede procesarse por
diferentes rutas dependiendo la cantidad disponible o la fisiologia y ambiente de la

bacteria.

Los filos de bacterias presentes en la microbiota corresponden a las siguientes:
Bacillota (antes: Firmicutes) o Endobacterias (~65%), Bacteroidota (antes:

Bateroidetes) (~25%), Actinobacterias (~5%), Pseudomonadota (antes:
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Proteobacteria) y Verrucomicrobios (~8%) (Bach Knudsen, 2015; Ley et al., 2006).
Los lactobacilos y bifidobacterias resultan de especial interés dado que su actividad
y metabolitos generados mejoran la homeostasis epitelial intestinal. A los
microorganismos vivos que en dosis controladas otorgan efectos benéficos al

hospedador se les conoce como probiéticos (Hill et al., 2014; Reid, 2016)

Ambalam et al. (2016) describen que estas bacterias tienen efectos anti-
proliferativos ya que participan vias de sefializacion responsables de la inhibicion y
proliferacion del cancer; tienen también efectos pro-apoptoticos al interferir en
diferentes vias para la muerte celular programada, por ejemplo, activando caspasa-
3. Ademas, se ha demostrado un efecto antioxidante al aumentar la actividad de
enzimas antioxidantes como glutation transferasa (SGT), glutation reductasa (GR),
glutation peroxidasa (GPx), superoxido dismutasa (SOD), y catalasa (CAT).
Asimismo, participan en la eliminacion de radicales hidroxilos y peroxilos al expresar
superéxido dismutasa y también al liberar glutation (GSH), un antioxidante muy
importante para las células. También, se pueden utilizar para proteger contra la

produccion de EROs por tratamiento de quimioterapia (Nowak et al., 2019).

5.2 Prebioticos
En 1995 los prebioticos fueron definidos por Glen Gibson y Marcel Roberfroid como
aquellos ingredientes alimenticios no digeribles que tienen un efecto benéfico sobre
su huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de una o de un
numero limitado de bacterias en el colon, mejorando la salud de su huésped
(Davani-Davari et al., 2019).

Adicionalmente, a este concepto afiadieron ciertas condiciones a los componentes
alimenticios para poder calificar como prebidtico: 1) que sean resistentes a la acidez
gastrica, a la hidrolisis enzimatica y a la absorcién gastrointestinal, 2) que puedan

ser fermentados por la microbiota y 3) que estimule selectivamente el crecimiento y
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actividad de aquellas bacterias que contribuyan a mejorar la salud (Davani-Davari
et al., 2019; Roberfroid, 2007).

No obstante, en 2008 nacio el concepto de “prebidticos dietarios” que se definid
como un ingrediente selectivamente fermentable que resulta en cambios
especificos en la composicién y/o actividad de la microbiota intestinal confiriendo
beneficios a la salud del huésped (Davani-Davari et al., 2019).

Debido a la actividad de la microbiota intestinal el colon es capaz de degradar
componentes dietarios como carbohidratos complejos y proteinas que no fueron
hidrolizadas ni absorbidas en porciones anteriores del tracto gastrointestinal;
aquellos componentes que han resultado de gran interés por llegar a la region
colonica sin alteraciones son los oligosacaridos y los polisacaridos no amilaceos.
Los oligosacéaridos se encuentran naturalmente en productos de origen vegetal
como frutas, verduras y hojas. Algunos oligosacaridos que destacan son: inulina,
glactooligosacaridos, Xxylooligosacaridos, isomaltooligosacaridos Yy lactulosa
(Gibson & Rastall, 2006).

Ademas de los galactooligosacaridos, existen los oligosacaridos de la familia de la
rafinosa (RFOs), derivados de la sucrosa, aunque sus efectos en la microbiota ain
no eran muy claros (Davani-Davari et al., 2019). Mas recientemente se ha
evidenciado que al igual que otros oligosacaridos, los RFOs, que se encuentran
presentes en el huitlacoche, pueden ser degradados por Lactobacilli y
Bifidobacterium y producir AGCC; adicionalmente, muestran actividad antioxidante

y anticancerigena (Kanwal et al., 2023).

Por otra parte, los polisacaridos, encontrados mayoritariamente cereales, pero
también en leguminosas, tubérculos y hongos, pueden tener algunas ventajas por
encima de los oligosacaridos, como la capacidad de ser consumidos en mayor
dosis, pero desventajas de bajo riesgo relacionadas a efectos secundarios de su
consumo (inflamacion y flatulencia por exceso de gases, efecto laxante,

acidificacion rapida de la mucosa). Los polisacaridos de interés incluyen el almidén
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resistente y fibra dietaria (betaglucanos, arabinoxylanos) (Gibson & Rastall, 2006;
Roberfroid, 2007).

5.3 Mecanismos quimiopreventivos

5.3.1 Regulacién de la homeostasis de la microbiota
Existe evidencia de que los oligosacéridos y polisacaridos promueven el crecimiento
de los microorganismos de interés (como Lactobacilli y Bifidobacterium), a su vez
reduciendo patdgenos y bacterias que en mayor proporcion otorgan efectos
indeseables (como Bacillota) (Gibson & Rastall, 2006; Mahdavi et al., 2021).

Los betaglucanos, presentes en el huitlacoche, tienen también funcion prebidtica al
regular la microbiota; bacterias como Lactobacilli y Bifidobacterium, que se
encuentran en ella, se mantienen gracias a los betaglucanos al utilizar los
oligosacaridos provenientes de su hidrolisis. Diferentes estudios y ensayos clinicos
demostraron que administrando pequefias dosis de betaglucanos se incrementa el
conteo de Bifidobacterias y mejora el desarrollo de algunas cepas de Lactobacilli
(Jayachandran et al., 2018).

5.3.2 Produccién de metabolitos a partir de fermentacion

Entre los metabolitos producidos en la fermentacién de prebibticos son los acidos
grasos de cadena corta (AGCC), moléculas pequefias producidas por bacterias
(Lactobacilli y Bifidobacterium), entre ellos el &cido butirico, propidnico y acético y
son utilizados como fuente de energia para la mucosa colénica. Estos tres AGCC
son aprovechados para diferentes funciones gluconeogénesis, sintesis de
colesterol, regulacién de lipogénesis (acido propionico), disminuir el pH intestinal
(acido acético), y particularmente destaca la funcién del acido butirico que juega un
papel importante para la diferenciacion celular (Mahdavi et al., 2021; Rios-Covian
et al., 2016).
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5.3.3 Métodos in vitro para la evaluacion de metabolitos obtenidos de la
fermentacion

Para poder evaluar el potencial prebiético de un componente se crearon
metodologias estandarizadas en las cuales se pudieran observar los criterios
establecidos al inicio de esta seccién (5.3). Estas técnicas consisten en evaluar la
resistencia de los componentes a las condiciones del tracto gastrointestinal in vitro,
exponer los componentes a cultivos de bacterias fecales y evaluar su fermentacion
midiendo metabolitos (AGCC) producidos y finalmente se realiza un conteo de

bacterias para evaluar el criterio de crecimiento selectivo (Liu et al., 2016).

6. Compuestos dietarios quimiopreventivos presentes en el huitlacoche
Shrifteylik et al. (2023) describen que existen distintos factores de riesgo que
pueden aumentar la predisposicion para desarrollar cancer de colon. Entre ellos se
incluyen aquellos que son modificables como el consumo excesivo de alcohol,
tabaquismo, sedentarismo y dieta. Segun el Instituto Americano de Investigacion en
Céancer (AICR), la actividad fisica regular y el consumo de alimentos saludables de
origen vegetal como frutas, vegetales, granos enteros y legumbres esta

estrechamente relacionado a disminuir la incidencia de esta enfermedad

6.1 Compuestos bioactivos
El consumo de alimentos de origen vegetal (frutas, verduras, plantas) se asocia con
un menor riesgo de padecer CCR por su contenido de compuestos bioactivos.
Muchos de ellos tienen potencial para prevencion dado que han mostrado actividad
antioxidante, asi como inhibicién de crecimiento de células cancerigenas (Araujo et
al., 2011; Gothai et al., 2018).
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También, Gothai et al. (2018) exponen que los medicamentos utilizados en
guimioterapia provocan efectos secundarios que exacerban problemas nutricionales
y combinar el tratamiento con suplementacion de compuestos antioxidantes puede
tener efectos sinérgicos en la reduccion de dichos efectos. Asimismo, puede tener
tanto efectos antagdnicos como acumulativos, dependiendo si actian de manera
separada o conjunta. En células normales, estos compuestos pueden desintoxicar
los residuos de quimioterapia, reduciendo comorbilidades asociadas y también
previniendo la pérdida de peso indeseada

Muchos compuestos bioactivos muestran efectos quimiopreventivos dependientes
de su concentracion a nivel celular; concentraciones mas altas pueden conservar la
defensa antioxidante de las células al prevenir el estrés oxidativo, a su vez
reduciendo efectos adversos de otros agentes anticancerigenos (Gothai et al.,
2018).

Cabe mencionar que diversos estudios han llegado a la conclusion de que el
conjunto de polifenoles contenidos en alimentos resulta en la inhibicion de desarrollo
y proliferacion de células cancerigenas, asi como induccion de apoptosis en estas
(Araujo et al., 2011).

6.2 Quercetina y acido ferualico
La quercetina y el acido ferulico son los compuestos fendlicos mayoritarios en el
huitlacoche (Valdez-Morales et al., 2016). Ambos poseen la capacidad de activar
vias de sefializacién implicadas en mecanismos de muerte celular (Mirazimi et al.,
2022; Srinivasan et al., 2007) La quercetina, principalmente, ha sido ampliamente
estudiada en CCR por su potencial pro-apoptotico, inhibicion del desarrollo de las
células cancerigenas y actividad citotoxica, asi como su reduccion en proliferacion
e induccion de arresto al ciclo celular (Aradjo et al., 2011). Por otro lado, el acido
fertlico es de gran potencial antioxidante y por ello propiedades antiinflamatorias,

ademas de tener la capacidad para regular el sistema inmune (Srinivasan et al.,
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2007). Adicionalmente, evidencia ha mostrado que el acido ferulico, ademas de sus
efectos anticancerigenos ha sido util en el tratamiento de CCR como transportador
de medicamentos en modelos murinos (Zheng et al., 2019). Asimismo, se ha
demostrado que en conjunto con &cido p-cumérico (también contenido en
huitlacoche) muestran un retraso en la progresion del ciclo celular (Janicke et al.,
2011).

6.3 Fibra dietaria
Se ha demostrado consistentemente en varios estudios a lo largo del tiempo que el
consumo de fibra dietaria se asocia con la disminucion del riesgo de padecer CCR
(proximal y distal) (Aune et al., 2011; Ma et al., 2018). También, se ha observado
gue su ingesta elevada puede conducir a un menor tiempo de transito intestinal y
un incremento en la fermentacidbn bacteriana a AGCC con propiedades
anticancerigenas. Adicionalmente, se ha indicado una reduccion del 20% del riesgo
por cada 90g/dia (tres porciones) de fibra dietaria proveniente de granos enteros
(Aune et al., 2011). También se ha demostrado que la suplementacion con inulina
de agave puede tener un efecto benéfico indirecto en la reduccion de la incidencia
de CCR al aumentar la cantidad de bacterias del género Bifidobacterium en la

microbiota (Costea et al., 2018).

Del mismo modo, los beta-glucanos provenientes de fuentes fangicas han
demostrado tener un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de CCR a través de la
atenuacioén de disbiosis (desequilibrio en nimero o tipo de colonias en la microbiota)
y de la regulacién respuesta inmune (activacion de macréfagos) (Binmama et al.,
2022; Ciecierska et al., 2019).

6.4 Prebidticos y probioticos
En la revision de Shrifteylik et al. (2023) se describe que la microbiota

gastrointestinal esta compuesta de una poblacion diversa de microorganismos que
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juegan un papel importante en procesos que van desde los metabdlicos hasta
inmunitarios. EI consumo de prebidticos esta relacionado a la regulacién de la
microbiota, dado que al ser degradados por bacterias probiéticas, éstas producen
metabolitos adicionales, como los &cidos grasos de cadena corta, algunas vitaminas
y también aminoacidos, estimulan la produccion de citoquinas antiinflamatorias,
inmunoglobulina A y células T reguladoras y también influyen sobre la composicion
de la microbiota al competir con agentes patégenos. Al ser consumidos juntos, los
probidticos y prebioticos, promueve el desarrollo de microorganismos beneficos en
el colon, mejora la sobrevivencia, adherencia y crecimiento de nuevas cepas
probidticas y se ha demostrado su potencial anticancerigeno y antimutagénico en

estudios in vivo

6.4.1 Bacteria probiotica Lactobacillus gasseri

Lactobacillus gasseri fue inicialmente aislada a partir de un conjunto de cepas de
Lactobacilos obtenidos de muestras fecales humanas. A principios de los afios 70s,
Francis Gasser, clasifico tres grupos pertenecientes a la especie L. acidophilus. Uno
de ellos fue L. gasseri. es una bacteria que coloniza el tracto gastrointestinal (TGI),
la cavidad oral y vaginal en humanos (Selle & Klaenhammer, 2013). Varias cepas
de esta bacteria han clasificado como probidticas debido a su capacidad para
sobrevivir en un ambiente gastrointestinal, su capacidad de adherencia al intestino
y de inhibicion de patdgenos; adicionalmente ha demostrado mejoramiento en la
tolerancia a la glucosa, reduccidén de citoquinas proinflamatorias, reduccion del
estrés oxidativo y regulacion de la microbiota gastrointestinal (Jiang et al., 2023; Viet
Ha et al., 2023).

6.5 Acidos grasos de cadena corta
Los AGCC son producidos al degradarse los componentes de la fibra dietaria por

fermentacion en el ciego y el colon y se ha encontrado que estos pueden inhibir la
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iniciacion del cancer de colon (Jayachandran et al., 2018; M. Wang et al., 2019). La
mayoria de los AGCC producidos son acido acético, propionico y butirico, pero
también se encuentran en menor proporcién algunos acidos grasos de cadena
ramificada (AGCR), producto de degradacion de proteinas, y también valerato y
hexanoato (Wang et al.,, 2019). Los AGCC son producidos por dos grupos de
bacterias: propionico y acético por Bacteriodota y butirico por Bacillota (Mirzaei et
al., 2021a).

Los AGCC, ademas de funcionar como fuente de energia para las células colénicas
(acido butirico), acidifican el medio del colon (acido acético) mejorando el desarrollo
de bacterias benéficas y por lo tanto inhiben el de patdgenos. Adicionalmente,
participan en la regulacion de la sintesis de lipidos y colesterol en el higado (acido
propidnico) que a su vez reprimen la ganancia de peso al activar la secrecion de

glucagén y aumentando la saciedad (Wang et al., 2019).

El acido butirico juega un papel importante en la inhibicion de cancer de colon
debido a que es la principal fuente de energia de las células colbnicas, promueve la
diferenciacion y maduracion de las células epiteliales del intestino y posee la
capacidad para regenerarlas (Jayachandran et al., 2018; Wang et al., 2019). Las
deficiencias en su metabolismo han sido asociadas con diferentes afecciones
colonicas. Ademas, es esencial para mantener el balance de la microbiota y la salud
del colon (Carretta et al., 2021).

Diferentes estudios han demostrado que el acido butirico tiene efectos
antitumorales significativos al inhibir la proliferaciéon o inducir apoptosis en células
de CCR y esta funcion se le atribuye a su habilidad de alterar la trascripcién génica.
La baja produccién de AGCC se ha asociado con un aumento en el riesgo de CCR,
ya que estos regulan la movilidad colénica, el flujo sanguineo y el pH gastrointestinal
(Carretta et al., 2021; Costea et al., 2018).

Ademas, el &cido butirico, al ingresar a la célula, tiene la capacidad de reprimir el

desarrollo de células cancerigenas provocando la activacion del arresto al ciclo
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celular (GO y G1) y apoptosis al unirse a las enzimas histona deacetilasas
provocando hiperacetilacion y su consecuente expresion génica alterada (Mirzaei et
al., 2021a).

Mirzaei et al. (2021) explican que a lo largo del cuerpo humano se encuentran
diferentes receptores de AGCC, los cuales incluyen los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) que a su vez se localizan en la superficie de adipocitos,
macrofagos y colonocitos. La presencia de los AGCC puede estimular cascadas de
sefalizacion que pueden derivar, ya sea en el desarrollo o la supresion de
carcinogénesis dado que actuan como ligandos en los receptores de membrana

influyendo sobre el metabolismo celular.

7. Modelos celulares utilizados en la evaluacion del efecto quimiopreventivo
Las lineas celulares nacen de la necesidad de realizar estudios preclinicos capaces
de reflejar la diversidad bioloégica de los tumores cancerigenos para poder
estudiarles de manera mas sencilla en comparacion con un modelo multicelular
(Tolosa, 2016). Las lineas celulares ofrecen la posibilidad de estudiar mecanismos
moleculares y bioquimicos, asi como mayor claridad en el efecto de mutaciones
sobre el genoma y la respuesta a medicamentos, lo que ha permitido ampliar el
conocimiento sobre la enfermedad y su posible tratamiento (Barretina et al., 2012;
Tolosa, 2016). A pesar de su utilidad, los hallazgos pueden resultar limitados en
comparacién con un modelo in vivo debido a la naturaleza monoclonal de las
células, ademas de que pueden presentarse dificultades técnicas en su cultivo como

en su adaptacién y en el alto riesgo de contaminaciéon cruzada (Ahmed et al., 2013).

7.1 Células de cancer de colon humano HT-29
En la década de los 80s se establecieron lineas celulares de cancer de colon
humano que fueran capaces de expresar las caracteristicas funcionales vy

estructurales de enterocitos maduros o células caliciformes en cultivo, que al ser
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diferenciadas forman dominios de unién y un monocapa celular capaz de simular la
barrera epitelial intestinal, ademas de encontrarse entre las lineas celulares de

desarrollo mas rapido (Ahmed et al., 2013; Liévin-Le Moal & Servin, 2013).

7.1.1 Descripcion
La linea celular HT-29 se aisl6 y cultivd en 1964 a partir del tumor primario de un
paciente con adenocarcinoma colonico y mutaciones en los genes B-Raf proto-
oncogen (B-raf) (implicado en proliferacién celular), fosfatidilinositol-4,5-bifosfate 3-
guinasa subunidad catalitica alfa (PIK3CA) (implicado en hiperactivacion de vias de
sefalizacion tumorigénicas) y Tp53 (implicado en induccion de apoptosis) y
pertenece al fenotipo CIN (inestabilidad cromosomica) de CCR (Ahmed et al., 2013).
Esta compuesta en su mayoria por células no diferenciadas y aproximadamente del

3 al 5% del total son diferenciadas (Liévin-Le Moal & Servin, 2013).

7.1.2 Usos

Esta linea celular se ha utilizado ampliamente para evaluar el potencial
inmunoregulador, antioxidante o de barrera de diferentes compuestos contenidos
en alimentos y los metabolitos producidos a partir de ellos. Ademas, se utiliza para
evaluar la sobrevivencia, adhesion o invasidbn de microorganismos ya sean

patégenos, o bien probidticos (Martinez-Maqueda et al., 2015).

Sin embargo, presenta algunas limitantes: a) tienen una alta tasa de consumo de
glucosay deficiencias en su metabolismo, b) no pueden ser comparadas con células
normales de colon ni con enterocitos porque expresan diferentes hidrolasas y
carecen de otras, ademas de diferir en su transporte de iones y c) es costosa
(Elzinga et al., 2021; Martinez-Maqueda et al., 2015).

ll.  JUSTIFICACION
En el afio 2021, México avanzé al tercer lugar a nivel mundial de incidencia de

cancer colorrectal y hoy en dia es el segundo cancer mas mortal a nivel nacional.
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Encontrar medidas de prevencion y la difusion de informacion sobre factores de
riesgo es de especial interés en este tipo de cancer dado que su diagndstico suele
darse hasta etapas tardias.

Como parte de las estrategias de prevencion, se ha recomendado el consumo de
alimentos nutracéuticos: alimentos que, por su contenido de compuestos fendélicos
otorgan efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, entre otros. Un
alimento que entra en esta categoria es el huitlacoche (Ustilago maydis),
considerado la trufa mexicana, es un hongo que infecta a los granos de maiz y se
destaca por sus cualidades nutricionales. Este hongo destaca por su contenido de
fibra dietaria y compuestos fendlicos, asi como aminoacidos y acidos grasos
esenciales por lo que se buscara evaluar el efecto potencial quimiopreventivo y
prebidtico que el hongo puede tener sobre células de cancer de colon. Ademas,
promover su consumo apoya a la recuperacion de la dieta tradicional mexicana y a
la propuesta de detener y retroceder la transicion que ocurrio en el sistema

alimentario dado que es un alimento ancestral que requiere minimo procesamiento.
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IV. OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar el efecto quimiopreventivo in vitro del huitlacoche (Ustilago maydis) sobre

la sobrevivencia de células de cancer de colon humano y su potencial prebiético.

Objetivos particulares

1. Determinar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos durante la digestion
gastrointestinal in vitro y la produccion de acidos grasos de cadena corta
resultantes de la fermentacion colonica in vitro del huitlacoche

2. Evaluar el efecto del extracto de la fermentacién coldnica in vitro de la
fraccion no digerible del huitlacoche sobre la sobrevivencia de células de

cancer de colon humano

3. Evaluar el potencial prebiotico in vitro del huitlacoche sobre la bacteria

probidtica Lactobacillus gasseri.
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V. METODOLOGIA
1. Materiales

1.1 Materia prima
El huitlacoche se obtuvo directamente con un productor de la central de abastos en
la ciudad de Santiago de Querétaro, Querétaro de Arteaga. Las muestras son
provenientes del estado de Morelos; el maiz inoculado pertenece a la variedad 75-

73 (elote blanco) y el huitlacoche se cosechd a los 20 dias de inoculacion.

1.2 Procesamiento de del huitlacoche
El material se lavo y dividié en dos partes, cruda y cocida. Para la coccion las
muestras se rostizaron en una plancha durante 15 min a aproximadamente 65 °C,
sin ningun aditivo simulando el proceso por el cual es preparado para su consumo
en diferentes regiones del pais (Valdes-Morales et al., 2010). Las muestras crudas
y cocidas fueron deshidratadas (10 h, 55 °C) en un secador de aire forzado
Memmert. Posteriormente, fueron molidas, tamizadas (tamiz de malla 30, tamafio
aproximado de particula 0.5 mm) y almacenadas en un lugar fresco y seco,

protegidas de la luz.

2. Métodos
1. Analisis proximal
Se determind la composicion proximal del huitlacoche, siguiendo la metodologia
descrita en la AOAC (2002) obteniendo el contenido de carbohidratos por diferencia

de los componentes.
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1.1 Determinacién de cenizas

Se determind el contenido de cenizas de acuerdo con el método 945.46 descrito en
la AOAC (2002). Se colocaron los crisoles necesarios a peso constante en la estufa
a 100°C por 1 h. Después se sacaron y colocaron en un desecador durante 40 min
para temperar. Cada uno de ellos fue pesado y se registraron los datos. Se pesaron
4 g de muestra en los crisoles, se calcinaron parcialmente en una placa de
calentamiento y después se calcinaron por completo en la mufla a 550°C durante 6
h hasta obtener cenizas blancas. Se disminuy6 gradualmente la temperatura de la
mufla antes de sacar los crisoles y temperaron en un desecador 40 min. Finalmente,
se registré su peso y se determind el porcentaje de cenizas con la siguiente formula:
W final — Wecrisol

O%cenizas = T ———— x 100

W= peso

1.2 Determinacion de humedad

La humedad se determino de acuerdo con el método 925.23 descrito en la AOAC
(2002). Los crisoles se sometieron a peso constante en la estufa por 1 h a 100 °C,
se sacaron una vez transcurrido el tiempo y se temperaron en un desecador durante
40 min. Se registro el peso de cada uno. Luego, se pesaron 3 g de muestra en los
crisoles y se registrd su peso exacto. Posteriormente, se colocaron los crisoles con
la muestra en la estufa a 110 °C durante 15 h. Una vez temperados en el desecador,

se registro el peso y se calculé el porcentaje de humedad:

(Wcrisol + Wmuestra) — W final
*

100
Wmuestra

% de humedad =

W=peso
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1.3 Determinacion de lipidos

Los lipidos se determinaron de acuerdo con el método 920.39 descrito en la AOAC
(2002). Primero, se colocaron los matraces a peso constante en la estufa a 80 °C
durante 12 h. Después, se colocaron 3 g de muestra en papel filtro Whatman No. 1
y se registro el peso exacto. Las muestras se envolvieron en el papel filtro y se
colocaron dentro de cartuchos. Por otro lado, se vertié 2/3 partes de la muestra en
volumen de éter de petréleo en vasos de precipitado y se calentaron en el digestor
manteniendo 10 reflujos/h durante 4 h contando el tiempo a partir del primer reflujo.
Transcurrido el tiempo de extraccion se recuperé el solvente y se dejo secar en
placa de calentamiento. Finalmente se pesaron los vasos y se realizaron los

célculos correspondientes:

o W final — Wvaso o matraz
%lipidos = P ———— * 100

W=peso

1.4 Determinacion de proteina

La determinacion de proteinas se realizo siguiendo el método 920.15 (AOAC). En
tubos Kjeldahl se colocaron 0.5 g de muestra, se agreg6 una pastilla de catalizador
(sulfato de cobre y sulfato de potasio) y 10 mL de acido sulfurico concentrado. Se
preparé un blanco de la misma forma. Se colocaron los tubos en el digestor
empleando una rampa de temperatura por 1 hora hasta apreciar una coloraciéon
verde translicido en la muestra. Después, se realizo la destilacion del tubo Kjeldhal
y se adicionaron 50 mL de hidréxido de sodio al 32 % v/v. Se destilé hasta obtener
un volumen aproximado de 150 mL en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, que
contenia 60 mL de acido bédrico rojo de metilo y verde de bromocresol como

indicadores.

Finalmente se titul6 la mezcla con acido clorhidrico (0.1 N) y se determiné el

nitrégeno total multiplicado por el factor de conversién equivalente al porcentaje de
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proteina presente en este alimento (6.25). Los resultados se obtuvieron a partir de

la siguiente ecuacion:

o (A-B)C
% Nitrégeno = —p 1.401

% Proteina = % Nitrogeno x factor de conversiéon
Donde

A= Volumen de HCl(ac) consumido para titular la muestra (mL)
B= Volumen de HCl(ac) consumido para titular el blanco (mL)
C= Concentracion del HCl(ac) (Normalidad)

D= Peso de la muestra (g)

2. Composicidn nutracéutica

2.1Fibra dietaria insoluble

Se siguiod la metodologia de Shiga et al. (2003). Se peso6 1 g de muestra pulverizada
y desgrasada; se adicion6 50 mL de buffer de fosfato 0.08 mM a pH 6, asi como
100 uL de a-amilasa, protegiendo el matraz de la luz. La muestra se incub6 en bafio
maria a 95 °C por 30 min, agitando cada 5 min y se ajust6 a pH 7.5 con la muestra
atemperada. Se adicionaron 100 uL de proteasa termoestable (5 mg/mL) y se
incubaron en bafio Maria a 60 °C por 30 min con agitacién continua. Se ajusto el pH
a 4 una vez atemperada la muestra. Después se adicionaron 300 pL de
amiloglucosidasay se incub6 por 30 min a 60 °C en agitacion continua. Se atempero
y se filtr6 en papel Whatman no.4 previamente pesado. Se realizaron dos lavados
con 15 mL de agua destilada a 60 °C y dos lavados con 15 mL de etanol al 80%. Se
llevé a peso constante el filtro a 60 °C por 24 h, finalmente se registré el peso. Se

consideré a la fibra insoluble como lo que permanecio en el filtro.
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El célculo se realiz6 en base seca, de acuerdo con el porcentaje de hidratos de
carbono de la muestra.

(Wpapel con muestra — Wpapel)
k

100
Wmuestra

Fracciéon insoluble(%) =

2.2Fibra dietaria soluble

De la prueba anterior, al liquido de filtracién recuperado se le adicioné un volumen
igual de etanol al 80 % y se dejo reposar por 24 h. Se filtré en papel Whatman No.
4 previamente pesado. Se realizaron dos lavados con 15 mL de etanol al 80 % y
dos lavados con 15 mL de acetona. El papel filtro se dejo secar por 24 h a 60 °C.

Se registro el peso. Los calculos se realizaron con la siguiente formula:

Wpapel con muestra — Wpapel
* 100

Fraccién soluble(%) = Wmuestra

Fibra Dietaria Total (FDT) = Fibra insoluble + Fibra soluble

2.3 Extraccion de compuestos antioxidantes

La extraccion de los compuestos se realizo siguiendo la metodologia propuesta por
Dominguez-Hernandez et al. (2023). Las muestras se sometieron a una extraccion
con metanol al 80% (proporcion 50 mg en 800 uL) y agitacién constante por 15 min,
seguido de una centrifugacion (5000 rpm, 10 min 4°C). Se separ6 el sobrenadante
del precipitado y a este se le extrajeron los compuestos ligados. Al pellet se
adicionaron 500 puL de NaOH 2M y se incubd a 90°C por 1 h. Después se acidifico
a pH 2 con HCI 2M (aprox. 500 pL). Los compuestos extraidos se recuperaron en
600 pL de acetato de etilo (250 rpm, 10 min, 25°C). Se separo la fase organica y se
realizaron dos lavados mas. El acetato de etilo se evaporé a temperatura ambiente
por 24 h. Los compuestos fendlicos totales se determinaron por método Folin-
Ciocalteu utilizando acido gélico como estandar; los flavonoides se determinaron de

acuerdo con método adaptado para microplaca (Oomah et al., 2005) y finalmente
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los taninos condensados por el método de vainillina-HCI (Deshpande & Cheryan,
1987).

2.4Fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 de acuerdo con la metodologia de
Singleton et al. (1999) para los extractos de fraccion libre y ligada. Se tomaron 30
pL de extracto y se le afiadieron 150 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (1:10) y la
reaccion se neutralizé con carbonato de sodio (7.5%). Se leyo la absorbancia a 765
nm en un espectrofotometro. Con los resultados obtenidos y una curva de
calibracion de acido galico se calcularon los fenoles totales en las muestras

expresados como mg equivalentes de acido galico/g de muestra.

2.5Flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides totales se determinG mediante el ensayo
espectrofotométrico modificado para microplaca de acuerdo con lo descrito por
Oomabh et al. (2005). Se mezclaron 50 pL de extracto (libres y ligados) con 180 ul
de metanol y 20 pl de solucién de 10 gL 2-aminoetildifenilborato en una microplaca
de 96 pozos. Se realizo la lectura de absorbancia a 404 nm con espectrofotometro
(MultiSkan). Se utiliz6 rutina como para la curva estandar. El contenido de

flavonoides se expresard como mg equivalentes de rutina por g de muestra.

2.6 Taninos condensados

Los taninos condensados se cuantificaron de acuerdo con la metodologia de
Feregrino-Pérez et al., (2008). Se adicionaron 200 pL del reactivo de vainillina 1% -
HCL 4% (en proporcion 1:1) a 50 yL de extracto (fraccion libre y ligada);
posteriormente la microplaca se ley6 a una longitud de onda de 492 nm. Se preparé

un blanco de 50 pL de solvente usado en la muestra. La curva de calibracidon se
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realizd con el estandar (+) catequina en un intervalo de concentracion de 0.02 a
0.6ug de (+) catequina/mL, la cual se preparé en metanol. La concentracién de
taninos condensados se expres6 como mg de equivalentes de (+) catequina/g

muestra.

2.7 ldentificacién y cuantificacion de compuestos fendlicos libres por cromatografia
liguida de alto desempefio (HPLC) acoplada a deteccion por arreglo de diodos
(DAD)

Con los extractos descritos en la seccion anterior, previamente filtrados a traves de
un acrodisco de 0.45 ym para jeringa, se empled cromatografia liquida de alto
desempeiio con detector de diodos (HPLC-DAD) en un equipo HPLC Agilent Serie
1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.). Se utiliz6 una columna Zorbax
Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, 4.6 x 250 mm, 5.0 micras de tamafio de
granulo). La temperatura de la columna fue controlada con un termostato a 35 + 0.6
°C, ajustando la velocidad de flujo a 1 mL/min. La fase movil consté de dos
disolventes: el primero de agua grado HPLC y se ajust6 con acido acético al 0.1%
y el segundo fue acetonitrilo 100% grado HPLC. Se empled un gradiente lineal de
la siguiente manera: una concentracion del primer disolvente del 80 — 83% durante
7 min, de 83 — 60% durante 5 min, de 60 — 50% durante 1 min y finalmente de 50 —
85% durante 2 min. La deteccion se realizé a 280 nm (para acidos fendlicos) y 320
nm (para flavonoides) con velocidad de adquisicién de 1 s. Se inyectd un volumen
de 20 pL y las muestras se analizaron por triplicado. La cuantificacion se llevo a
cabo utilizando el método estandar externo con los estdndares comerciales de: (+)-
catequina, rutina, quercetina y acido clorogénico, cafeico, p-cumarico, ferulico,
galico y ascorbico siguiendo la metodologia expuesta por Sanchez-Quezada et al.
(2023).
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3. Determinacion de capacidad antioxidante

3.1 Método FRAP

Para determinar la capacidad reductora de las muestras se utilizé la metodologia
descrita por Benzie & Strain, (1996). Para preparar la solucion de trabajo, en una
relacion 10:1:1 (v/viv), se utilizd una solucion amortiguadora de acetato de sodio
anhidro (0.30 M, pH=3.6), 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mmol/L y cloruro
férrico 20 mmol/L. En una microplaca se depositaron 20 pL de muestra seguido de
175 pL de solucion de trabajo. Después se mantuvieron en agitacion constante
durante 15 min a 15rpm y se incubaron a 37 °C. Terminado el tiempo se midio la
absorbancia a 595 nm. Se elabor6 una curva de calibracion con Trolox (0.0025 a
1.0 mg/mL) y los resultados se expresaron en ug equivalentes de Trolox /g de

muestra.

3.2 Método DPPH

La capacidad antioxidante también se medié mediante el ensayo de decoloracion
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe), por la técnica propuesta por Fukumoto & Mazza,
(2000) adaptado a microplaca. Se afiadieron 20 uL de extracto (fraccion libre y
ligada) y 200 uL de solucién DPPH en una microplaca de 96 pozos. Se prepararon
un control de 20 yL de metanol y 200 uL de DPPH. Las muestras se prepararon por
triplicado y se realizaron las lecturas de absorbancia durante 90 min, en los tiempos
0, 6, 30 y 90 min a una longitud de onda de 520 nm en un lector de MultiSkan. Se
elaboré una curva de calibracion utilizando Trolox (0.01 a 1.0 mg/mL). Los

resultados se expresaron como ug equivalentes de Trolox /g de muestra.

4. Digestion gastrointestinal in vitro
La digestion gastrointestinal consiste en una simulacion in vitro de todo el proceso
digestivo, empleando muestras de huitlacoche. Se empled la metodologia sugerida

por Campos-Vega et al. (2015) con algunas modificaciones para simular las
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condiciones fisioldgicas. Se contd con la participacién de sujetos sanos para la
simular las condiciones de la boca, asi como el uso de una membrana de didlisis de

nitrocelulosa para simular el intestino.

4.1 Simulacioén de las condiciones de la boca

Se reunieron 4 individuos voluntarios sanos por medio de una invitacion (Anexo )
compartida a través de redes sociales (WhatsApp, Instagram, Facebook) que
previamente firmaron el formato de consentimiento informado (Anexo Il) y habiendo
consumido su ultimo alimento al menos 90 min antes del ensayo. Los voluntarios
donaron saliva en dos ocasiones dado que el ensayo se realiza en dos ensayos
independientes. Los participantes tomaron 5 mL de agua purificada y realizaron un
enjuague durante 30 s. La saliva fue depositada en otro vaso con 5 mL adicionales
de agua purificada. Al finalizar la saliva colectada se mezcld y se tomaron 10mL que
después fueron vertidos en tubos que contenian 1 g de muestra de huitlacoche. Se
preparé una muestra blanco, la cual contenia agua destilada en lugar de la muestra,

y se realizo el mismo procedimiento (Quilaqueo et al., 2019.

4.2 Simulacion de las condiciones del estbmago

A 10 mL de la suspension anterior, se afiadi6 lo siguiente: pepsina (0.055 g, Sigma)
disuelta en 0.94 mL of 20 mM HCI, 8 mL de la secrecion gastrica in vitro (KClI,
KH2PO4, NaHCO3, MgCl>(H20)s, (NH4)2CO3, NaCl), 0.005 mL CaClz(H20)2, 60 puL
de lipasa gastrica (120 U/mL [Sigma 1000U/mg]), y 0.535 mL de agua destilada a
cada tubo. Se ajusto el pH a 2 con una solucién HCI (2M). Se agit6 en vortex para
mezclar y se incubaron en agitacion durante 2 h a 37 °C (Campos-Vega et al., 2015;
Brodkorb et al., 2019).
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4.3 Simulacién de las condiciones del intestino delgado

Se prepar6 solucién amortiguadora de Krebs-Ringer [118 mM NaCl, 4.7 mM KClI,
1.2 mM MgSOQOg, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCOs, 11 mM glucosay 2.5 mM CacCly,
pH 6.8 (se prepararon 30 min antes de utilizarse)] (proporcion por cada gramo de
muestra originalmente digerida) a partir de la cual se preparé el extracto intestinal
en 5mL esta solucion junto con 3 mg de hiel de buey y 2.6 mg de pancreatina y se
afladié a cada muestra y al blanco procedente de la digestion gastrica; a cada tubo
se agrego un saco de membrana de nitrocelulosa (7cm de largo anudada por ambos
lados) dentro del cual se depositaron 5mL de solucion Krebs-Ringer vy
posteriormente se incubaron con agitacion por 60 min a 37°C. Al finalizar la
incubacion, la fraccion al interior de la membrana se denominé “fraccion digerible”
(FD), mientras que la que se encuentra por fuera se denominé “fraccién no digerible”
(FND).

4.4 Fermentacion colonica in vitro de la FND

Este método de fermentacién se llevdé a cabo mediante la técnica descrita por
Campos-Vega et al. (2009). Se utilizé inoculo fecal humano como fuente de la
microbiota representativa del colon, obtenida a partir de 2 individuos voluntarios
sanos con ausencia de enfermedades gastrointestinales y sin haber consumido
antibidticos en los 3 meses previos a la toma de muestra que firmaron previamente
un consentimiento informado (Anexo Il1); los voluntarios fueron reunidos por medio
de una invitacion (Anexo IV) compartida a través de redes sociales (WhatsApp,
Instagram, Facebook). La muestra fue recolectada en su primera evacuacion del
dia. Se prepararon tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de cultivo basal que
contienen (g/L): agua peptonada 2.0, extracto de levadura 2.0, cloruro de sodio 0.1,
fosfato dibasico de potasio 0.04, fosfato monobasico de potasio 0.04, sulfato de
magnesio heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, carbonato de
sodio 2.0, cisteina HCI 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 mL y hematina 0.2 g
(previamente diluida en 5 mL de NaOH). Los tubos se sellaron y mantuvieron bajo
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una atmésfera anaerobia (H2-CO2-N2:10:10:80, volumen) durante 30 min. El inéculo
fecal se prepard utilizando 3 g de materia fresca, se homogenizé con 27 mL de
solucién de fosfato de sodio 1 M pH 7.0. Los tubos que contenian el medio de cultivo
basal fueron inoculados con 1 mL de homogeneizado fecal. A los tubos se
adicionaron también la FND proveniente de muestra (500 mg del precipitado sélido
y 500 pL del sobrenadante liquido), 500 pL del blanco (proveniente de la digestién)
y 100 mg de rafinosa como control positivo de carbohidrato fermentable. Se agitaron
los tubos con vortex durante 30 s y se incubaron en bafio de agua a 37 °C. Se
mantuvieron un flujo continuo de la mezcla de gases hasta el término de la
fermentacion (24 h). Durante la fermentacion se determinaron el pH y los AGCC a
las 0, 6, 12 y 24 h. La fermentacion se detuvo mediante centrifugacion, las muestras

obtenidas se almacenaran a — 70 °C hasta su analisis.

4.4.1 Manejo y disposicion de Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI)

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA-2002, los
residuos biolégicos fueron envasados en bolsas de polietileno con la etiqueta de
residuos peligrosos con calibre minimo de 300, impermeable y con contenido de
metales pesados no mas de una parte por millon y libres de cloro; también, fueron
marcadas con el simbolo universal de riesgo biologico y la leyenda Residuos
Peligrosos Bioldgico-Infecciosos. Ademas, los residuos fueron tratados por
esterilizacion a 40°C durante 20 minutos para garantizar la eliminacion de

microorganismos patdgenos.

Las bolsas en las que fueron depositados los residuos se sellaron sin ser llenadas
a mas del 80% de su capacidad; se pesaron y se indicd el peso en la bolsa.
Finalmente se guardaron en congelacion hasta que se programd la recoleccion con

el proveedor autorizado.
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5. Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y determinacion de capacidad
antioxidante

A partir de las alicuotas tomadas de muestra y blanco en cada etapa de la digestion
in vitro, asi como las tomadas en los diferentes tiempos de la fermentacién, se
realizaron los ensayos para cuantificar fenoles (ver seccion 2.2.5), flavonoides
totales (ver seccion 2.2.6) y taninos condensados (ver seccion 2.2.7). También se
evalud la capacidad antioxidante por método FRAP (ver seccion 2.4) y DPPH (ver

seccion 2.5). Al finalizar se realizaron los siguientes calculos:

X X100

% de bioaccesibilidad = “HeSD

Donde:

X = concentracion final obtenida de fenoles, flavonoides o taninos en la etapa a

evaluar

HCSD = valor correspondiente a la concentracion de fenoles, flavonoides o taninos

de la muestra sin digerir

6. Identificacion de acidos grasos de cadena corta por HPLC-DAD

El andlisis cromatografico se realizdé usando un equipo HPLC Agilent Serie 1100
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.). Se utiliz6 una columna Polaris 5
(C18-A 150 x 4.6 mm) a 40°C y un gradiente de eluciéon de 15 min con fase movil
de agua acidificada (H2S0O4 0.1%). Se inyecté un volumen de muestra de 20 pL y
la absorbancia UV-VIS se midié a 210 nm utilizando el detector de diodos (DAD).
Para la identificacion y cuantificacion se corrieron curvas de calibracion (0- 500
mmol/L) utilizando estandares de acido férmico, propionico, acético y butirico (cat.
06547, cat.94425, cat. 1005706, cat.19215, Sigma-Aldrich, USA) (Diaz-Corona et
al., 2023)
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7. Cultivo celular HT-29

Las células humanas HT-29 (American Type Cell Culture collection, ATCC) se
manejaron en una cadmara de bioseguridad donde se cultivaron en medio base
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (ATCC) adicionado con suero fetal
bovino (10 %, Gibco, Grand Island, NY), antibioticos y antimicéticos (1 %) y
bicarbonato de sodio (2 g/L). El medio de cultivo se cambi6 por medio fresco cada
tercer dia hasta alcanzar la confluencia (80 %). Las células se mantuvieron bajo una
atmosfera humidificada de 5 % CO, a 37 °C en una incubadora con camaras de

gasificacion automatica.

7.1 Elaboracion de la curva dosis-respuesta

Las células HT-29 se sembraron en cajas de 96 pozos (3 x 10* células/pozo) en
medio de cultivo DMEM (ATCC) adicionado con suero fetal bovino (10 %),
antibidtico-antimicético (1 %). A las 24 h de incubacion, el medio fue sustituido por
medio DMEM al 2 % de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich, Canada Ltd), conteniendo
varias concentraciones del extracto de la fermentacion colonica (EFC) de la fraccion
no digerible (FND) del huitlacoche (6 - 50 % v/v), previamente esterilizada por
filtracion; después fue incubado por otras 24 h. La citotoxicidad se analiz6 usando
el ensayo de metiltiazoliltetrazolio (MTT). Se retir6 el medio y posteriormente se
afiadio una solucion de MTT/PBS filtrada a cada pocillo (0.5 mg MTT / ml), antes de
la incubacion celular (37 °C, 1 h). Se retir6 la solucion de MTT/PBS y los cristales
de formazan de MTT insolubles se disolvieron en DMSO a temperatura ambiente.

Finalmente se midié la absorbancia de toda la microplaca a 595 nm.
La viabilidad celular se calcul6é usando la siguiente ecuacion:

S Absorbancia de muestra
% viabilidad = - * 100
Absorbancia control
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A partir de los resultados de sobrevivencia se calculé la concentracion letal
cincuenta (CL5Q), que se refiere a la concentracion necesaria del extracto de la
fermentacion para inhibir la sobrevivencia del 50% de la poblacion celular sometida

al tratamiento.

CL Absorbancia de muestra 100
= E 3
50 Absorbancia control

8. Evaluacion de potencial prebiotico

8.1 Cepas bacterianas

La accion prebiotica fue evaluada comprobando el crecimiento de la bacteria
Lactobacillus gasseri (aislada de producto comercial; Swanson, EE. UU). La
bacteria fue activada e inoculada en caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS) con
dextrosa (BD DifcoTM, Becton, Dickinson and 57 Company Sparks, MD, USA) y se
incub6 a 37°C durante 32 horas en condicidon de anaerobiosis (~5% COy).
Transcurrido el tiempo, se almacenaron los tubos en refrigeracion (2 °C) hasta su

uso. A esto se le denomind cultivo madre.

8.2Cinética de crecimiento bacteriano
Para evaluar el potencial prebiético del huitlacoche, se siguidé la metodologia
sugerida por Pacheco-Ordaz et al. (2018) con modificaciones. El dia del
experimento se realiz6 una dilucion a partir del cultivo madre utilizando MRS sin
dextrosa hasta alcanzar una absorbancia (DOsoo) correspondiente a 1 en unidades
de McFarland (~1x108 unidades formadoras de colonia) que fue previamente

determinada.

El método desarrollado se llevdé a cabo como sigue: para cada tratamiento se

utilizaron tres tubos Eppendorf de 1.5 mL. A cada tubo se afadieron diferentes
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proporciones de medio de cultivo, muestra y bacteria (v/v, p/v, p/vlv) segun

correspondiera, siendo 1.5 mL el volumen final (~5% CO.). Las especificaciones de

los 10 tratamientos se muestran en la Tabla 5:

Tabla 5. Tratamientos para evaluacién de potencial prebi6tico

) MRS con FND séliday FND sélida FND sdélida
Tratamientos | gextrosa | BFND 1% liquida al 1% al 2%
(CD) (FNDSL) (1%) (FND1) (FND2)
1495 pL MRS | 1500 pL + 1500 pL +
Control 1495 pL
1500 pL SD+10mg | MRS SF + 15 | MRS SF + 30
) MRS SD + 5 B
MRS CD | BEND FND solida + 5 mg FND mg FND
Sin bacteria H uL FND liquida | solida solida
1480 uL MRS | 1485 pL + 1485 L +
1485 1480 L SD + 10 MRS SF + 15 | MRS SF + 30
; +10m + +
Conbacteria | \\o5cp | MRS SD +5 o ma
(+) FND sélida+5| mgFND mg FND
Fiopl ) uLBRND L FND liquid slida + 15 slida + 15
i Iquiga soligda + solida +
Con bacteria de BLG 15 UL BLG H q
+ 15 uL BLG UL BLG uL BLG

CD: con dextrosa, SD: sin dextrosa, BLG: solucion bacteriana L. gasseri, BFNDH: blanco

de fraccion no digerible, FND: fraccién no digerible de huitlacoche.

Los tubos se incubaron a 37 °C durante 14 horas, tomando alicuotas cada 2 horas

desde el tiempo 0. Se recuperd el sobrenadante de cada tubo y se ley6 la

absorbancia a DOsoo por triplicado utilizando el espectrofotometro MultiSkan. Los

resultados reportaron como el promedio de la diferencia del control positivo menos

el negativo de un ensayo por triplicado. Adicionalmente, se utilizaron las medidas

de densidad Optica para ajustarlas al modelo propuesto por Baranyi & Roberts

(1996) y asi obtener parametros de crecimiento bacteriano como duracion de fase

lag, poblacion maxima alcanzada y tasa maxima de crecimiento, utilizando el

programa DMfit.
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9. Andlisis estadistico

Se realizaron al menos dos experimentos independientes por triplicado en cada
ensayo. La evaluacion del efecto del extracto de la fermentacion col6nica de la
fraccion no digerible del huitlacoche sobre la sobrevivencia de las células de cancer
de colon se utilizé andlisis de varianza (ANOVA) seguidos de la comparacion de
medias por medio de la prueba de Tukey-Kramer para la comparaciéon de dosis.
Para el efecto prebiético se compararon los resultados de densidad 6ptica como
indicador de poblacion bacteriana de las diferentes dosis de fraccion no digerible
del huitlacoche con ANOVA y posterior comparacion de medias con prueba de

Tukey-Kramer. Se utilizo el software estadistico Minitab 17.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Composicion quimica de harina de huitlacoche crudo y cocido

El huitlacoche es un hongo comestible, considerado un alimento desde épocas
prehispanicas para la poblacién mexicana. Su coccion es necesaria para consumirlo
y por ello se compararon las diferencias en sus componentes antes y después del
proceso de coccidn. En la Tabla 6 se presentan los resultados del analisis proximal
del huitlacoche crudo y cocido: el huitlacoche cocido presenta un menor contenido
de lipidos y proteina (25% y 5% respectivamente). La reduccion en los lipidos se
relaciona con el proceso de coccion, dado que se ha reportado que la temperatura
a la cual se someti6 el huitlacoche (aprox. 65 °C) induce la formacién de complejos
con otras moléculas como carbohidratos y proteinas (Krishnan et al., 2021). La
reduccion de proteinas se puede atribuir a su solubilizacion durante el proceso de
coccion provocando su reduccién, dado que esto comienza a ocurrir a partir de los
40 °C (Pelegrine & Gasparetto, 2005). Los datos obtenidos para cenizas, lipidos,
proteinay carbohidratos (incluyendo fibra dietaria total) concuerdan con lo reportado

por Salazar Lépez et al., (2017) y Valdez-Morales et al., (2016) para el huitlacoche
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crudo. Sin embargo, aunque la caracterizacién quimica para el huitlacoche cocido
hasta donde se tiene conocimiento no ha sido reportada anteriormente, es posible
comparar con hongos pertenecientes a la misma division: para Pleurotus ostreatus
y Pleurotus eryngii, Roncero-Ramos et al. (2017) reportan relativamente mayor
contenido de proteina (12.7-13 %), lipidos (2 %) y carbohidratos (78.8-19.2 %) con

el mismo tipo de coccién, aunque en condiciones diferentes (100 °C, 6 min).

Por otra parte, cabe resaltar que los carbohidratos son el componente mayoritario
para ambas muestras (74-74.9 %) de los cuales del 45.2 y 49.5 % representan la
fibra dietaria total (crudo y cocido, respectivamente; FDT). Este ultimo dato
concuerda con lo reportado (39.4-60.4 %) por Valdez-Morales et al. (2010).

La muestra cocida presenta un mayor contenido de FDT y de fibra dietaria insoluble
(FDI). Durante el proceso de coccion las fracciones solubles del huitlacoche pueden
migrar al agua ocasionando el aumento en la concentracion de fraccion insoluble,
reflejado en el aumento de FDT (Roncero-Ramos et al., 2017). De igual forma,
puede deberse a la formacion de complejos entre proteinas y polisacaridos o bien
de productos resultantes de reacciones entre ellos, limitando su cuantificacion
(Takeyama et al., 2002).
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Tabla 6. Composicion quimica del huitlacoche crudo y cocido.

Componente (%) Crudo Cocido

Humedad 7.50+0.11 9.50 £+ 0.25*

Cenizas 5.30+0.16 5.20 £ 0.04

Lipidos 1.60 + 0.03* 1.20+0.01

Proteina 10.6 £0.11* 10.1£0.16
Carbohidratos 74.9 £ 0.06* 74.0 £0.13

De los cuales:

Fibra dietaria total 45.2 £2.29 49.5 + 1.35*

Fibra soluble 7.6 +221* 4.1+0.75
Fibra insoluble 37.6+£0.14 45,5 £ 0.62*

Los valores se expresan en base seca y se presentan como la media + la desviacién estandar de un
ensayo por triplicado. * indica diferencia significativa por renglén (t de student, p<0.05)

En el caso de fibra soluble (FDS), Valdez-Morales et al. (2010) evidenciaron que
esta se encuentra en un intervalo de 9-30% dependiendo la etapa de maduracion.
En el huitlacoche que fue utilizado se encontré que contiene alrededor de 11 y 20
%, para crudo y cocido (rostizado 15 min a 65 °C) respectivamente. Las diferencias
con lo observado en este proyecto pueden atribuirse al estado de maduracion de la
materia prima y al propio procesamiento de las muestras que incluyé cortar el
huitlacoche en trozos pequefios y posteriormente deshidratar, moler y tamizar (Nagy
et al, 2020)

El consumo adecuado de carbohidratos fermentables y no digeribles, tales como la
fibra dietaria, esta relacionado con la prevencion del cancer de colon ya que, a partir
de ella, las bacterias acido-lacticas de la microbiota colénica producen acidos
grasos de cadena corta (AGCC), principalmente el &cido acético, propiénico y
butirico (Cortés-Martin et al., 2020; Mirzaei et al., 2021b). El a4cido butirico resulta
de gran interés para el cancer de colon debido a su capacidad unirse a enzimas

como la histona deacetilasa, provocando la hiperacetilacion en células malignas y
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volviendo més susceptible al material genético a modificaciones como la alteracion
de su expresion génica y por lo tanto inhibiendo su proliferacién y promoviendo la
apoptosis (Salek Farrokhi et al., 2020).

Por otra parte, aunque hasta el momento no se tiene la suficiente informacién para
asegurar la proporcién en la que la FDS y FDI se deban encontrar para beneficiar
la salud, Zhang et al. (2024) sugieren que una mayor proporcion de FDI mejora la
diversidad microbiana, fomentando la eubiosis, ademas de mejorar la actividad de

bacterias butirogénicas.

2. Composicion fitoquimica y capacidad antioxidante de harina de
huitlacoche crudo y cocido

Una de las principales razones para el creciente interés en los hongos comestibles,
tales como el huitlacoche, es su contenido de fitoquimicos capaces de ejercer
actividades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y propiedades
prebidticas, entre otras (Villagran et al., 2023). Después del proceso de coccion se
observo una disminucién en la concentracion de fenoles, flavonoides y taninos (22,
14 y 12% respectivamente) (Tabla 7). Esto es atribuible a la susceptibilidad de los
compuestos cuando son sometidos a temperaturas entre 60y 80 °C (Antony & Farid,
2022).

Para ambas muestras, en los tres casos, la fraccion ligada presenta una mayor
concentracion que la libre, lo cual sugiere que la mayoria de sus compuestos
fendlicos se encuentran unidos a macromoléculas, como polisacaridos y proteinas,
presentes en la pared celular que fue disrumpida por hidrélisis alcalina durante el

proceso de extraccion (Tu et al., 2021).

Valdez-Morales et al. (2016) determinaron el perfil fendlico (fraccién libre) de
muestras de huitlacoche a diferentes etapas de desarrollo, asi como la comparacién
entre muestras crudas y cocidas. Se encontraron 0.17 mg/g de contenido fendlico

en las muestras crudas y 0.15 mg/g en las muestras cocidas. Las diferencias con
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los valores encontrados en este trabajo pueden ser atribuidas a varios factores: la
region de donde el huitlacoche fue obtenido, el maiz en el que fue inoculado, el
método de coccién y mayormente el método de extraccidon de los compuestos
fendlico ya que estos fueron concentrados (Valdez-Morales et al., 2010).

Adicionalmente, estos resultados coinciden con valores reportados para otros
hongos comestibles en crudo, donde los fenoles presentan una concentracion de 1-
6 mg/g y los flavonoides 0.9-3.0 mg/g (Assemie & Abaya, 2022) y del 0.1-0.4 mg/g
y 0.007-0.14mg/g para Cantharellus symoensii (Chipurura et al., 2021).

Tabla 7. Contenido de taninos, fenoles y flavonoides totales (libres y ligados) en
huitlacoche crudo y cocido.

Crudo Cocido
Fenoles?
Libres 1.09 + 0.14* 0.36 £ 0.02
Ligados 1.83+0.27 1.52 +0.30
TOTALES 2.92 £ 0.33* 1.88 +0.28
Flavonoides?
Libres 0.45 £ 0.05* 0.20 £ 0.02
Ligados 1.33+0.11* 1.13+0.11
TOTALES 1.78 £ 0.13* 1.33+0.11
Taninos condensados?®
Libres 0.19 £ 0.02* 0.07£0.01
Ligados 0.52 £0.02 0.49 £0.13
TOTALES 0.71£0.01* 0.56 £ 0.05

Los valores se expresan en base seca y representan la media + la desviacion estandar de dos
ensayos independientes con cuatro repeticiones por ensayo. * diferencia significativa por renglon (t
de Student, p<0.05). 'mg eq de acido galico por gramo de muestra: °mg eq de rutina por gramo de
muestra;3mg eq de (+)-catequina por gramo de muestra.

La capacidad antioxidante fue determinada en las muestras de huitlacoche crudo y
cocido por medio de los métodos de DPPH (método de inhibicién) y FRAP; el
primero se fundamenta en la capacidad de la muestra evaluada para donar

electrones y atomos de hidrégeno a la molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
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mientras que el segundo se fundamenta en la capacidad de la muestra de reducir
el Fe?* a Fe3* (Pellegrini et al., 2020).

En la Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos de capacidad antioxidante por
ambos métodos. En ambos casos, en la muestra cocida se ve ligeramente reducida
en un 8 % en DPPH y 2 % en FRAP. Se ha demostrado anteriormente que el
procesamiento térmico reduce la capacidad antioxidante debido a la degradacién
de compuestos fendlicos, asi como su acomplejamiento con macromoléculas (Yang
et al., 2019), y a pesar de que se observan reducciones en las muestras evaluadas
en este proyecto (5-15 %), la capacidad antioxidante de la fraccion ligada de
muestras cocidas resultd mayor (25 %) en comparacion a la muestra cruda para el
ensayo de DPPH. En un estudio realizado por Li et al. (2020) reportaron que la
capacidad antioxidante de compuestos ligados puede incrementar hasta un 10 %

en muestras cocidas (80 °C, 20 min).

Con respecto a FRAP solo se detectaron diferencias en la fraccion libre, siendo
mayor en la muestra cruda. Salazar Lopez et al. (2017) evaluaron la capacidad
antioxidante de extractos etandlicos concentrados y no concentrados de huitlacoche
(en crudo y cocido) por distintos métodos. Tanto en DPPH como FRAP se
encontraron menores concentraciones equivalentes de Trolox (80-90 % menos) en
comparacién con los obtenidos en este trabajo. Cabe resaltar que el solvente
(etanol) y las condiciones de extraccion de compuestos (dos maceraciones, 3 h c/u)

como de coccion (20 min, 110 °C) fueron diferentes.
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Tabla 8. Capacidad antioxidante! de huitlacoche crudo y cocido.

Crudo Cocido
DPPH
Libres 8.1 +0.5* 53+0.3
Ligados 6.2+0.3 7.8 £0.6*
TOTAL 14.3 £0.1* 13.1£0.5
FRAP
Libres 0.8 + 0.00* 0.6 £ 0.00
Ligados 76+0.1 73+x1.0
TOTAL 79+£1.0 7.8+1.0

Los valores representan la media * la desviacion estandar de dos ensayos independientes por
triplicado. *mg equivalentes de Trolox/g de muestra. * diferencia significativa renglén (t de Student,
p<0.05)

3. Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos totales de harina de huitlacoche
cocido

Los compuestos fendlicos dependiendo el tipo y estructura poseen propiedades que

son benéficas a la salud, sin embargo, estas propiedades estan directamente

relacionadas con su capacidad de ser absorbidas a lo largo del tracto

gastrointestinal (TGI), es decir, su bioaccesibilidad.

Se evalud la bioaccesibilidad de fenoles, flavonoides y taninos condensados
simulando cada una de las etapas de la digestion gastrointestinal (Tabla 9). En la
etapa oral se puede observar un aumento en la concentracion de fenoles (2.4 mg/qg)
y taninos (7.83 mg/g) en comparacion con la muestra sin digerir (1.58 y 0.56 mg/g,
respectivamente). Esto se relaciona a la accion de degradacion del almidon u otros
carbohidratos complejos por a-amilasa que provoco la liberacion de compuestos

fendlicos ligados (Tu et al., 2021).

En el caso de los flavonoides, la etapa donde se encuentra la mayor concentracion

es la gastrica (4.48 mg/g), relacionado a la accién de la pepsina que es capaz de
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separar las uniones entre el compuesto y las proteinas, ademas considerando las
condiciones (pH 2) y el tiempo de digestion en esta etapa (Tu et al., 2021; Wang et
al., 2023).

Los fenoles totales solo se logran detectar en la etapa oral y colénica. Lo anterior
sugiere que en la etapa gastrica los compuestos interactian con la fibra presente
en el huitlacoche, como puede ser el almidén, la celulosa, u otras, formando
principalmente enlaces no covalentes; esta interaccion es dependiente del tipo de
compuesto, su estructura y la composicion de la fibra presente y esto concuerda al
observar el ligero aumento en las etapas del colon, sugiriendo que, por accion
microbiana, se liberan los compuestos y se vuelven nuevamente detectables
(Cortés-Martin et al., 2020; Dominguez-Avila et al., 2017).

Asimismo, no se detectan fenoles totales en la etapa intestinal por lo que es posible
gue la mayoria (hasta 11 %) de los compuestos detectables por el método de
medicion (Folin-Ciocalteu) permearon a través de la membrana en la etapa intestinal
simulada. Lopez-Martinez et al. (2022) evaluaron bioaccesibilidad de compuestos
fendlicos totales en extractos de huitlacoche, donde la muestra sin digerir contenia
13.94 mg/g y los cambios en la concentracion fueron significativos en las tres etapas
evaluadas (oral, gastrica, intestinal), siendo la gastrica la de mayor concentracion
(30.22 mg/g) y la intestinal, la menor (6.79 mg/g). Estas diferencias son
probablemente atribuibles al método de simulacion de digestion utilizado y por otro,
a que se utilizaron extractos y no el huitlacoche como una matriz alimentaria
completa, por lo cual los compuestos se encuentran en mayor cantidad (Andrade et
al., 2020).
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Tabla 9. Bioaccesibilidad de fenoles, flavonoides y taninos condensados totales

) L Fenoles Flavonoides Taninos
Etapa de digestion totales? totales? condensados?®
Huitlacoche_coc_ido_y 1.88 1.33 0.56
sin digerir
Boca 24+0.14 A (166.5) 3.64 +0.38 B (2734 783 + (.41 A(1397.8)
Intestino delgado
(min)
15 DLD 2.88 +£0.01 €(2168) 2 22 + (0,17 B (396.4)
30 DLD 2.95+0.01°@2 261 +0.14 B@659
60 DLD 1.39 + 0.01 D (1045 2 39 + (.09 B (4274)
Colon (h)
6| 0.01+0.04 €08 DLD DLD
12 | 0.15+0.04 C (10.5) DLD DLD
24 | 0.56 +0.07 B(%2 DLD 0.03+0.01 € ®9

Los valores representan la media + la desviacion estandar de dos ensayos independientes por
triplicado. Los valores de bioaccesibilidad (%), comparando con la muestra sin digerir, se presentan
entre paréntesis. Letras diferentes indican diferencia significativa por columna, entre etapas (Tukey-
Kramer, p<0.05). 'mgEq de acido galico por gramo de muestra’ mgEq de rutina por gramo de
muestra;®mgEq de (+) catequina por gramo de muestra. DLD: debajo del limite de deteccion

De manera particular, la concentracion de los taninos se ve aumentada en las
etapas de boca y colon en el tiempo 0 de fermentacion. Los taninos condensados
se encuentran ligados a proteinas y carbohidratos y su aumento puede deberse a
una lisis enzimatica, tanto de los componentes y condiciones simulados durante la
digestion, como a la actividad de la microbiota presente en ambas etapas (Cortés-
Martin et al., 2020).

Adicionalmente, en los tiempos 6 y 12 de fermentacién no se logra detectar taninos
condensados por este método. Esto puede deberse a la degradacion de los mismos
mediada por la microbiota; la degradacion incluye la fisién del anillo C de los taninos

gue logran llegar al colon, provocando la produccién microbiana de metabolitos
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adicionales, incluyendo el &cido dihidroxifenil propionico y é&cido dihidroxifenil

aceético, a partir de dimeros A y B de flavan-3-ol (Sallam et al., 2021).

Esto ultimo puede relacionarse de igual forma con el metabolismo colénico de los
flavonoides que, por un lado, durante el proceso de fermentaciéon se reduce el pH
del medio, lo cual influye en la solubilidad y estabilidad de compuestos fendlicos y
por otro, al ser degradados por la microbiota, liberan compuestos fenélicos mas
simples, como se mencioné anteriormente. Esta degradacion sera dependiente de
la concentracion de los compuestos en la muestra inicial, el tiempo y la composicion
de la microbiota (Awoyinka et al., 2018; Reddivari et al., 2016).

4. Contenido de compuestos fenélicos determinados por HPLC

Al evaluar las muestras de harina de huitlacoche crudo y cocido se detectaron acido
galico, 4-hidroxibenzoico, benzoico y ferdlico. También se detectdo la
proantocianidina epicatequina como el compuesto mayoritario en ambas muestras,
observandose un aumento del 107% en su concentracion en la muestra cocida

atribuible al proceso de coccion (Tabla 10).
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Tabla 10. Compuestos fendlicos presentes en harina de huitlacoche crudo y cocido

Fraccion | Ac. gélico hidré{igtnzoi berf\zco.ico Ac. ferulico Epicatequina
Libre DLD 0.003 +0.00 0.09 +0.00 DLD 4.1+0.10
Crudo Ligado DLD 0.02 + 0.00* DLD 3.2 +£0.06* 4.4+0.04
TOTAL DLD 0.02 £ 0.00 0.09+0.00 3.2+0.06* 8.5+0.01
Libre DLD DLD DLD DLD 13.3 £0.02*
Cocido Ligado| 0.2%0.00 0.01 £ 0.00 0.003+£0.00 0.4+0.02 4.4+0.10
TOTAL | 0.2+0.00 0.01 £ 0.00 0.003+£0.00 0.4%0.02 17.6 £ 0.02*

Los valores representan la media + la desviacion estandar de dos mediciones. Se expresan como
mg/g de muestra. *diferencia significativa entre tratamiento (crudo y cocido; t de Student, p<0.05).
DLD: por debajo del limite de deteccion.

A pesar que de que la epicatequina no suele ser detectada en fuentes fungicas, se
logro identificar en estas muestras. Entre las razones a las que se puede atribuir su
presencia se encuentra la produccion de metabolitos secundarios que resulta de las
reacciones enzimaticas e interacciones con el medio ambiente del propio hongo,
pues se ha evidenciado que otra especie fungica tiene esta capacidad (Mani et al.,
2021). De igual manera, dado que U. maydis es un hongo parasitico, el perfil
fendlico de las agallas también dependera de aquel del maiz en el que fue inoculado
(Valdez-Morales et al., 2016).

Se ha demostrado anteriormente que la epicatequina tiene propiedades
anticancerigenas, particularmente, tiene la capacidad de inhibir la angiogénesis,
proceso por el cual los tumores malignos se vascularizan y adquieren nutrientes
(Mani et al., 2021).

Valdez-Morales et al. (2016) realizaron también la caracterizacion por medio de
HPLC en muestras crudas y cocidas evaluando diferentes etapas de maduracion;
en ella se identificaron &cido galico (0.03 mg/g en crudo y cocido) y ferulico (0.07 en

crudo y 0.05 mg/g en cocido), similar a lo obtenido en este proyecto y
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adicionalmente &cido cafeico, p-cumarico, o-cumarico, rutina, catequina vy

guercetina.

5. Capacidad antioxidante de huitlacoche cocido durante la digestion

gastrointestinal in vitro por prueba DPPH y FRAP

Con respecto a la capacidad antioxidante, esta suele atribuirse principalmente a los
compuestos fendlicos presentes en la matriz alimentaria utilizada. Sin embargo, el
huitlacoche es una matriz alimentaria compleja y rica en diferentes compuestos
bioactivos por lo que su capacidad antioxidante también puede ser atribuida a otros
compuestos antioxidantes tales como los polisacéaridos, oligosacaridos,
aminoacidos, algunos de sus minerales, acidos grasos, entre otros (Fernandes &
Coimbra, 2023; Villagran et al., 2023).

En la Tabla 11, se muestran las variaciones en capacidad antioxidante a lo largo de
toda la digestion desde boca hasta colon y se presenta el valor del huitlacoche
cocido. En el analisis por DPPH, se observa que la capacidad antioxidante
incrementa significativamente en la etapa gastrica con respecto a la oral
aproximadamente en un 11% y después muestra una reduccion importante (62%)
al iniciar la etapa intestinal. En el caso del andlisis FRAP, se encuentran diferencias
en cada tiempo de la etapa intestinal donde la mayor capacidad antioxidante se

observa en el tiempo 30.

En cuanto a la etapa de colon, para ambos ensayos, no se encuentran diferencias
significativas por tiempo de fermentacion. A pesar de ello, al iniciar esta etapa los
valores muestran una reduccién de capacidad antioxidante de hasta un 98% en el
primer tiempo de fermentacion con respecto a la etapa intestinal. Esta reduccién
puede deberse a la degradacién de diferentes los compuestos antioxidantes por la
accion de fermentacion de la microbiota colénica que modifica esta capacidad

(Luzardo-Ocampo et al., 2017).
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En el estudio realizado por Lopez-Martinez et al. (2022), se evallan las variaciones
en la capacidad antioxidante durante las etapas oral, gastrica e intestinal de
extractos etandélicos concentrados y no concentrados de huitlacoche obtenidos por
maceracion y ultrasonido. De manera general se observé un aumento de hasta el
130% (en etapa gastrica) en comparacion con la muestra sin digerir. La misma
tendencia se observd en otros hongos comestibles (Ng & Rosman, 2019), en
contraste con lo encontrado en este trabajo, donde se observé la tendencia a
disminuir en ambos ensayos. Por un lado, es probable que el método de digestion
utilizado provocara estas diferencias al degradar o transformar los compuestos que
proveen la capacidad antioxidante, pero, por otro lado, la capacidad antioxidante del
huitlacoche como alimento no ha sido evaluado anteriormente bajo estas

condiciones.

Tabla 11. Capacidad antioxidante! del huitlacoche cocido por etapa de digestion

Etapa de digestion DPPH FRAP
Hwtlacoche cqmdp 131 73
sin digerir
Boca 5.32+0.51°B 2.00+0.10°¢
Estomago 5.97+£0.20 # 0.64 +0.09°P
Intestino delgado
(min)
15 2.05+0.20 € 0.85+0.07 €
30 2.16+0.25¢ 2.37+0.07 A
60 2.16 +0.27 € 2.08 +0.01®
Colon (h)
6 0.60+0.06 P 0.04+0.00F
12 0.47 +£0.05° 0.03+0.00F
24 0.64 +0.07° 0.08+0.01F

Los valores representan la media + la desviacién estdndar de dos ensayos independientes por
triplicado.? mg equivalentes de Trolox/g de muestra. Letras diferentes indican diferencia significativa

por columna (Tukey-Kramer, p<0.05).
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6. Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos durante la digestion

gastrointestinal in vitro determinados por HPLC

Adicionalmente se identificaron y cuantificaron los compuestos fenélicos presentes
durante cada etapa de digestién (Tabla 12). En la mayoria de los casos su
bioaccesibilidad aument6é desde la primera etapa e incluso se lograron detectar
compuestos que no se habian identificado durante la caracterizacién de las

muestras crudas y cocidas (acido dihidroxibenzoico y elagico).

Se encontr6 el acido galico presente en todas las etapas de digestion, resaltando
gque fue capaz de llegar hasta la etapa de colon, al igual que el &cido
dihidroxibenzoico y ferulico. Estos compuestos han demostrado tener la capacidad
de disminuir la viabilidad de células cancerosas, inhibir el crecimiento y proliferacion
al activar vias apoptoticas (caspasa -3), arresto al ciclo celular en fases G2/M y
también pueden inhibir a las enzimas histona deacetilasas, inducir autofagia en el
caso del acido ferdlico e incluso expresion de p53 al combinarse con algunos
medicamentos anticancerigenos (Anantharaju et al., 2017; Chen et al.,, 2023;
Forester et al., 2014; Gadelmawla et al., 2022).

Por otra parte, se ha evidenciado que tanto el acido galico como el feralico pueden
exhibir potencial prebiotico al formar complejos con polisacaridos como el almidén
funcionando como sustrato para Lacticaseibacillus rhamnosus y Bifidobacterium

bifidum, por lo tanto, estimulando su crecimiento (Cai et al., 2024).
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Tabla 12. Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos, identificados por HPLC, durante la digestion gastrointestinal in vitro

. . 4- i i Ac.
Etapa de digestion  penzoico  Dihidroxibenzoico _ Ac. fertlico Ac. galico o Epicatequina
hidroxibenzoico elagico
Huitlacoche
_ o 0.003 DLD 0.01 0.4 0.2 DLD 17.6
cocido sin digerir
21.2 £0.10¢
Boca DLD 1.7 £ 0.008 0.5 + 0.014 (%00 DLD 3.2+ 0.708(600 0,02 +0.00 120
) 0.8 £ 0.02%8 45.8 +0.50*
Estébmago DLD 0.2 + 0.008 (2000 DLD 0.03 + 0.00¢®® DLD
(26,666) (260.2)
Intestino delgado
(min)
249 +0.108
15 DLD DLD 0.1 + 0.00¢ (2000 DLD 3.1 + 0.008 (1559 DLD (141.4)
0.6 £ 0.038 21.9 £ 0.00°
30 DLD 0.1 + 0.00C (1000 DLD 4.2 + 0.00A (21009 DLD
(20,000) (124.4)
1.0 £ 0.08%
60 (33.339) DLD 0.1 + 0.00¢ (2009 DLD 3.8 £ 0.008 (1909 DLD 9.5 + 0.30E®39)
Colon (h)
0.003 + 0.00°
6 DLD 3.3+0.00* DLD 0.02 +0.00 ® ws) DLD DLD
12 DLD 1.7 £ 0.008 DLD 0.03 £0.00 0.01 £0.00¢® DLD DLD
24 DLD 1.0 £ 0.00¢ DLD 0.09 £ 0.00 29 0.004 + 0.00° @ DLD DLD

Los valores representan la media + la desviacion estdndar de dos mediciones. Los valores se expresan como mg/g de muestra. Los valores de bioaccesibilidad (%)
se presentan entre paréntesis. Letras diferentes indican diferencia significativa por columna, por etapa de digestion (Tukey-Kramer, p<0.05). DLD: debajo del limite

de deteccion
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7. Efecto de la fermentacion colonica in vitro de la fraccion no digerible del
huitlacoche cocido sobre el pH colbnico y produccion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC)

Al término de la simulacién de digestiobn gastrointestinal del huitlacoche se
obtuvieron dos fracciones: la digerible (FD) y la no digerible (FND). Esta ultima fue
utilizada para someterse a la simulacion de la fermentacion colonica. En esta etapa
la microbiota intestinal tiene como funcion la degradacion de nutrientes tales como
carbohidratos, lipidos, proteinas, sintesis de micronutrientes y biotransformaciéon de
acidos biliares y de la disponibilidad de estos nutrimentos depende la calidad y

actividad de la microbiota (Portincasa et al., 2022).

En la Tabla 13 se presenta el cambio de pH del blanco (control negativo), rafinosa
(control positivo) y la fraccion no digerible obtenida de la digestion gastrointestinal
in vitro del huitlacoche cocido (FNDHC).

La rafinosa se utiliza como control de carbohidrato fermentable, es decir, que las
bacterias de la microbiota colonica son capaces de fermentarla facilmente. Los
resultados muestran una reduccion de pH del 37% para la rafinosa, mientras que la
FNDHC muestra una reduccion del 16% al término de la fermentacion (24 h). Esta
reduccion en el pH puede indicar la degradacion de la fibra dietaria por accién de la
microbiota, al igual que la produccién de acidos grasos de cadena corta (Figura 10)
(Wang et al., 2019). Es destacable que la reduccién de pH fue mayor que en lo
reportado para otros alimentos ricos en rafinosa, tales como el frijol comun

(Campos-Vega et al., 2009).
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Tabla 13. Cambio de pH durante fermentacién col6nica in vitro de la fraccion no
digerible del huitlacoche

Blanco Rafinosa

Tiempo (h) (Control negativo) (Control positivo) FNDHC
0 7.14 + 0.05%2 7.14 +0.13%2 7.00 + 0.15%2
6 7.10 £ 0.05%2 4.94 +0.47°° 6.07 + 0.34/Bab
12 7.11 £ 0.03% 4.60 + 0.365° 6.04 + 0.35%B2
24 7.25 + 0.06"@ 4.41 + 0.508¢ 5.83 + 0.358°

Los valores representan la media de dos ensayos independientes por duplicado * la desviacion
estandar. Letras mayusculas expresan diferencias significativas por renglén entre tiempos de
fermentacion. Letras minUsculas expresan diferencias significativas por columna entre blanco,
rafinosa y huitlacoche cocido (Tukey-Kramer, p<0.05). FNDHC: fraccién no digerible del huitlacoche
cocido.

Se ha demostrado que, en condiciones de pH bajo (4-6), ademas de inhibir el
crecimiento de bacterias patégenas, las bacterias probioticas, también son capaces
de producir metabolitos denominados post-bidticos, tales como AGCC de interés:

acido propidnico, acético y butirico (Wang et al., 2020; Xie et al., 2023).

La proporcion en la que se encuentren estos acidos grasos dependera directamente
del tipo de sustrato disponible y seran absorbidos por los colonocitos por difusién
pasiva o transporte activo para cumplir diferentes funciones: a) acido acético: al ser
transformado en acetil-CoA juega un papel importante en la distribucion de energia,
ademas de servir como regulador metabdlico en la transcripcion génica y funcién
proteica (Moffett et al., 2020); b) acido propibnico: reprime la lipogénesis, reduce
triglicéridos hepaticos, mejora la sensibilidad a la insulina y participa en la formacién

de &cidos grasos complejos (Weitkunat et al.,, 2016); c) acido butirico:
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principalmente funciona como fuente de energia, promueve la diferenciacion de
células intestinales, induce apoptosis, mejora la funcion de barrera en el epitelio,
aumenta la expresion de mucinas y mantiene la integridad de los colonocitos

(Banasiewicz et al., 2020).

El analisis de AGCC producidos durante la fermentacion colénica se muestra en la
Figura 10. En las primeras horas de la fermentacion (6 h) la concentracién de los
acidos acético, propionico y butirico fue de 2.68, 5.2 y 0.23 mM/L, respectivamente.
Transcurridas las 24 h de fermentacién concentracion se incremento para los tres
casos (3.06, 7.08, 3.11 mmol/L respectivamente), siendo el propionico el

mayoritario.

En el tiempo 12 de fermentacion se observa una disminucion en la concentracion
de los tres AGCC medidos. Esta disminucion se puede relacionar a diferentes
factores relacionados con la actividad microbiana, por ejemplo: la disponibilidad de
sustratos y la utilizacion de los AGCC como fuente de energia. Posteriormente, a
raiz de la fermentacion y actividad bacteriana, se disminuye el pH del mismo,
propiciando que las bacterias productoras de AGCC presentes aumenten su
actividad resultando en un incremento de estos en el tiempo 24 (Rios-Covian et al,
2016).
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Figura 10. Produccion de acidos grasos de cadena corta durante la fermentacion

colonica in vitro de la fraccidn no digerible del huitlacoche. Letras diferentes indican
diferencia significativa entre tiempos de fermentacion (Tukey-Kramer, p<0.05).

Los resultados de reduccion de pH y produccién de acidos grasos de cadena corta

sugieren que la fraccion no digerible del huitlacoche es fermentable por la microbiota
colonica.

8. Efecto del extracto de la fermentacion colénica in vitro sobre la
sobrevivencia de células HT-29

Se evalud la sobrevivencia de células de cancer de colon humano (HT-29) al

exponerlas a diferentes dosis del extracto de la fermentacién col6nica a las 24 horas

(EFC) de la fraccion no digerible del huitlacoche. Primeramente, las células fueron

tratadas con concentraciones de 5-35% y se observaron algunos cambios

morfolégicos después de las 24 horas de incubacion en comparacioén con aquellas
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gue no fueron tratadas (Figura 11). Sin embargo, al evaluar la viabilidad celular con
el ensayo MTT, aun cuando la mayor concentracion de EFC ocasioné la mayor
disminucion en la viabilidad celular, ésta fue apenas del 7% (Figura 12, 24 h),
mientras que a la menor concentracion (5%), la viabilidad incrementé en un 14%

con respecto al control.

Figura 11. Efecto de diferentes concentraciones (5-35 %) del extracto de la
fermentacion colonica (EFC) obtenido de la fraccién no digerible del huitlacoche
después de 24 horas de tratamiento sobre la morfologia de HT-29.
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Figura 12. Efecto del extracto de la fermentacion colénica (EFC) sobre la

sobrevivencia de células HT-29 a las 24 y 48 horas de exposicion. Los valores se
presentan como la media * la desviacién estandar de dos ensayos independientes. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre dosis de EFC (Tukey-Kramer, p<0.05)

Con base en el resultado anterior se optd por aumentar la concentracion y el tiempo
de exposicion (48 h) de las células al extracto. De igual manera se registraron los
cambios morfolégicos a las 24 y 48 h (Figura 13 y 14) y se realiz6 nuevamente el
ensayo MTT. En esta ocasion, se observo que el EFC del huitlacoche tuvo un efecto
citotoxico sobre las células HT-29 en concentraciones de 6-50% de EFC durante 48
h (Figura 12, 48h). La viabilidad se redujo hasta un 72% en la concentracion mas
alta en comparacién con el control. La concentracién necesaria para disminuir la

viabilidad en un 50%, es decir la CLsp se determiné en 33.34% del EFC.

Adicionalmente, en la dosis de EFC mas baja, 6%, se encontré una respuesta
similar (47% de viabilidad) a la de la CLso. Conforme van aumentando las dosis se
observan variaciones en las que la viabilidad aumenta y disminuye. Esto sugiere
gue el EFC tiene el efecto citotéxico en bajas concentraciones, pero también en
altas, ademas de verse afectado por el tiempo, lo cual es un indicio de hormesis.
Este concepto incluye que la respuesta citotoxica no solo depende de la dosis sino

también del tiempo de exposicidén, sugiriendo que a pesar de que existe una
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disrupcion inicial en la homeostasis de las células, estas atraviesan un proceso de
adaptacion o reparacion, estimulando nuevamente su actividad en dosis por debajo
de la CLso (Calabrese, 2008).

Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones (6-50 %) del extracto de la
fermentacién colénica obtenido de la fraccion no digerible del huitlacoche después
de 24 horas de tratamiento sobre la morfologia de HT-29.

Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones (6-50 %) del extracto de la
fermentacién coldnica obtenido de la fraccion no digerible del huitlacoche después
de 48 horas de tratamiento sobre la morfologia de HT-29.
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El EFC utilizado para este tratamiento, segun los andlisis realizados contiene
compuestos capaces de influir sobre la viabilidad y proliferacion de HT-29. Entre
ellos se encuentran los AGCC propiénico (2.36 mmol/L), acético (1.04 mmol/L) y
butirico (1.04 mmol/L), acido dihidroxibenzoico (0.03 mg/qg), ferulico (0.03 mg/g), y
también taninos condensados (0.01 mgEq de rutina/g) en la CLso. Anteriormente se
ha demostrado que utilizando dosis similares a las que se encontraban en el EFC
estos compuestos ejercen efectos citotoxicos y proapoptéticos, asi como
antiinflamatorios en células HT-29, explicando nuestros resultados (Comalada et al.,
2006; Ribas et al., 2021).

Los resultados del ensayo de viabilidad sugieren que dada la composicion del EFC,
algunos compuestos del huitlacoche tienen capacidad de liberarse al llegar a la
etapa de colon, asi como propiciar la produccién de AGCC y posiblemente otros,
actuando sinérgicamente para ejercer el efecto citotoxico, posiblemente apoptosis,
en las células de cancer de colon humano HT-29 indicando un efecto
guimiopreventivo al reducir la proliferacion de las mismas. No obstante, se requieren
estudios adicionales para profundizar en el tipo de muerte celular que el EFC logra

ejercer sobre las células.

9. Evaluacién de potencial prebiotico
Los prebioticos se definen como sustratos que son selectivamente utilizados por
microorganismos presentes en la microbiota y otorgan efectos benéficos a la salud.
Cuando las bacterias benéficas, o bien probidticas, utilizan estos sustratos, se
promueve su crecimiento, fomenta la produccién de acidos grasos de cadena corta,
mejora la absorcion de minerales, disminuye el pH del colon e inhibe el desarrollo

de bacterias patdgenas (Davani-Davari et al., 2019).

Aunado a lo anterior, un alimento o componente serd considerado prebiotico si
cumple tres condiciones: 1) que sea resistente a la digestién y pueda llegar al colon

sin ser absorbido, 2) que pueda ser fermentado por la microbiota y 3) que propicie
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el crecimiento selectivo de bacterias probio6ticas (Carlson et al., 2018; Gibson &
Rastall, 2006).

Estas condiciones fueron tomadas en cuenta para realizar la evaluacion del
potencial del huitlacoche como un alimento prebiotico. Por tal razon, primeramente
fue sometido a una digestion gastrointestinal in vitro (boca a intestino delgado), y la
fraccion no digerible (FND) resultante al final del ensayo fue utilizada como sustrato
para la bacteria Lactobacillus gasseri, una bacteria considerada probiotica debido a
su capacidad para mejorar la homeostasis intestinal a través de diferentes funciones
como la reduccion del tiempo de transito gastrointestinal, propiedades
antimicrobianas e inmunoreguladoras, produccion de acidos grasos de cadena

corta, entre otras (Selle & Klaenhammer, 2013).

Para el ensayo se utilizé medio de cultivo MRS sin dextrosa usando tres diferentes
concentraciones de FND (tiempo 30 min) y un control: FND al 1%, utilizando fraccion
sélida y liquida, FND al 1% y FND al 2% utilizando solo fraccidn sélida, mientras que
el control incluy6 2% de dextrosa. En este ensayo se relaciona al cambio de turbidez
con el crecimiento bacteriano, por lo que se monitore6 el cambio de densidad Optica
(D.O. 600) durante 14 h.

9.1 Evaluacién de potencial prebiotico del huitlacoche sobre Lactobacillus gasseri

En la Figura 15 se presenta la cinética de crecimiento de L. gasseri en presencia
de las diferentes concentraciones de FND, junto con el control de dextrosa (Figura
15A) como referencia. En los tres casos, similar al control con dextrosa, la D.O.
empieza a aumentar a partir de las 6 horas, denotando el final de la fase lag y a su
vez el inicio de la fase exponencial. El tratamiento con mayor D.O. alcanzada fue el

tratamiento de mayor concentracién (FND 2%), seguido de FND 1% y en ultimo
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lugar FNDSL, sin mostrar diferencias significativas entre las dos ultimas Figura
15B).
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Figura 15. Efecto de la fraccion no digerible del huitlacoche sobre el crecimiento de

L. gasseri durante 14 horas. Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos
(Tukey-Kramer, p<0.05). A) control dextrosa; B) Tratamientos: FNDSL.: fraccién no digerible sélida y
liquida al 1%; FND 1%: fraccién no digerible al 1%; FND 2%: fraccion no digerible al 2%.

Adicionalmente, se ajusté la curva al modelo matematico propuesto por Baranyi &
Roberts (1996) para determinar tres parametros de crecimiento bacteriano: duracién
de fase lag, tiempo que la bacteria tardd en adaptarse al sustrato; tasa maxima de
crecimiento, velocidad maxima a la que la bacteria crece durante la fase exponencial
y poblacion maxima alcanzada, cantidad maxima de bacterias (D.O maxima en este
caso) que se alcanza antes de que el crecimiento pare. En la Tabla 14 se presentan
los resultados obtenidos para estos tres parametros en las tres concentraciones de
FND y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos durante el
tiempo evaluado. Esto puede sugerir que el crecimiento de L. gasseri no se ve
afectado por el aumento en la disponibilidad de sustrato o bien debido a que las
condiciones del experimento llevaran a la bacteria a una saturacién metabdlica, es

decir, que las bacterias alcanzaron su maximo potencial para metabolizar el sustrato
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durante el tiempo evaluado (Hellweger, 2018). Sin embargo, se requieren ensayos
adicionales o bien modificaciones al experimento, como el tiempo de exposicion y

la técnica de cultivo, para poder afirmar esto ultimo.

Tabla 14. Parametros de crecimiento bacteriano en presencia de la fraccion no
digerible del huitlacoche

FNDSL FND 1% FND 2%
Duracion de fase lag 6.532 + 0.08* 6.688 + 0.427 6.233 + 0.437
Poblacion maxima
0.115 + 0.00% 0.110 + 0.00% 0.123 +0.00*

alcanzada
Tasa maximade

o 0.032 +0.00% 0.107 +0.08~ 0.033 +£0.00%
crecimiento (umax)

Los valores se expresan como la media + el error estandar de tres réplicas. Letras diferentes indican
diferencia significativa por renglén (Tukey, p<0.05).

Se ha evidenciado que el crecimiento de L. gasseri es estimulado en presencia de
fructooligosacéridos, galactooligosacaridos, e inulina (Pan et al., 2020). Cabe
mencionar que, aunque no se evalud durante este proyecto, el huitlacoche posee
oligosacaridos pertenecientes a la familia de la rafinosa que pudieran estar siendo
fermentados por L. gasseri (Beas et al., 2011). Por otro lado, se ha demostrado
también que otras bacterias pertenecientes a la especie L. acidophilus pueden
crecer en presencia de fibra dietaria, soluble e insoluble, y compuestos fendlicos,
gue son componentes que, de igual manera, se encuentran en el huitlacoche. Con
lo anterior y los resultados de la cinética de crecimiento y parametros evaluados, se

demostrd que L. gasseri es capaz de utilizar la FND del huitlacoche como sustrato.

Finalmente, tomando en cuenta las condiciones para establecer a un alimento como
prebidtico y los resultados obtenidos durante este ensayo, se puede afirmar lo
siguiente: los componentes del huitlacoche que resultaron resistentes a la digestion

son fermentables por L. gasseri, es decir, que pueden propiciar la reduccién de pH,
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la metabolizacién de compuestos y la produccidon de metabolitos nuevos, ademas
de estimular su crecimiento durante el tiempo evaluado, indicando potencial
prebidtico. Sin embargo, se requieren estudios adicionales en donde pueda
comprobarse si la FND puede estimular selectivamente el crecimiento, es decir, que
estimule el crecimiento de bacterias probidticas y reduzca o inhiba el crecimiento de

patégenos.
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VIl.  CONCLUSIONES

El tratamiento térmico del huitlacoche ocasioné aumento en la fibra dietaria
insoluble, la disminucién de compuestos fendlicos totales, asi como de la capacidad
antioxidante. Por otra parte, se identificO epicatequina como el compuesto
mayoritario en ambas muestras, el cual no habia sido detectado anteriormente en

huitlacoche cocido ni crudo.

Hasta este momento no se habia reportado la bioaccesibilidad de los compuestos
fendlicos provenientes de la matriz de huitlacoche, y tampoco si la digestion
gastrointestinal in vitro afectaba su capacidad antioxidante. Se encontré que la
digestion puede aumentar la bioaccesibilidad de los compuestos fenolicos totales,
flavonoides y taninos desde la primer etapa (oral), asi como disminuirse
progresivamente durante el proceso. Algunos compuestos fendlicos son
bioaccesibles en la etapa de colon y los compuestos bioaccesibles ejercen
capacidad antioxidante a lo largo de toda la digestion gastrointestinal asi como en

el colon.

Por otra parte, se encontré que el huitlacoche es fermentable por la microbiota
colonica, lo cual se vio reflejado por el efecto de EFC en el pH (reduccion) y la
produccion de acido propionico, acético y butirico, donde el acido propionico se
encontr6 en mayor concentracion. Ademas, el EFC a la CLso (33.34%, que
corresponden a 2.36 mmol/L de propionico y 1.04 mmol/L de butirico) es capaz de
disminuir la viabilidad de células HT-29, posiblemente relacionado a la actividad
proapototica de los AGCC en sinergia con los compuestos fendlicos presentes en

él. El efecto del EFC sobre las células HT-29 tuvo un comportamiento de hormesis.

Adicionalmente, se sugiere que algunos componentes del huitlacoche son
resistentes a la digestion y fermentables por la microbiota coldnica, con la capacidad
de estimular el crecimiento de la bacteria probiética Lactobacillus gasseri, indicando

por lo tanto su potencial prebidtico.
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Los resultados obtenidos funcionan como punto de partida para profundizar en el
potencial del huitlacoche para prevenir el desarrollo del cAncer de colon y otras
enfermedades crénico-degenerativas, ademas de evidenciar los beneficios del
mismo para promover su consumo ya que es la primera vez que se evalla como

alimento.
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IX.  ANEXOS

Anexo |. Invitacién para participar en estudio

)

TE INVITAMOS A PARTICIPAR
COMO DONANTE EN EL ESTUDIO:

¥ i
e

Evaluaciéon del potencial prebidtico y quimiopreventivo
del huitlacoche (Ustilago maydis) sobre la sobrevivencia
in vitro de células de cancer de colon humano

icOMmo REQUISITOS
PARTICIPAS? Ser mayor de edad, ser un individuo
Depositando una sano, no haber consumido alimentos
muestra de tu saliva en 90 minutos previos a la toma de

un vaso muestra

LUGAR:
Laboratorio de Biogquimica Toxicoldégica
de la Facultad de Quimica de la
Universidad Auténoma de Querétaro

CONTACTO:
ANGELICA REBOLLAR - 443 5701 296

Anexo Il. Consentimiento informado para la participacién en la investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

“Carta consentimiento para participar en el proyecto de investigacion”
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Titulo del protocolo:
“Evaluacion del potencial prebiético y quimiopreventivo del huitlacoche (Ustilago

maydis) sobre la sobrevivencia in vitro de células de cancer de colon humano”

Investigador principal: Dra. Rocio Campos Vega
Sede donde se realizara el estudio: Departamento de Investigacion y Posgrado de
Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autbnoma de Querétaro.

INVITACION

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea patrticipar, entonces se
le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una

copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
En el afio 2021, México avanzé al tercer lugar a nivel mundial de incidencia de
cancer colorrectal y hoy en dia ocupa el segundo mas mortal a nivel nacional.
Encontrar medidas de prevencion y la difusion de informacién sobre factores de
riesgo es de especial interés en este tipo de cancer dado que su diagndstico suele

darse hasta etapas tardias.

Como parte de las estrategias de prevencion, se ha recomendado el consumo de
alimentos nutracéuticos: alimentos que, por su contenido de compuestos fenélicos

otorgan efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, entre otros. Un
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alimento que entra en esta categoria es el huitlacoche (Ustilago maydis),
considerado la trufa mexicana, es un hongo que infecta a los granos de maiz y se
destaca por sus cualidades nutricionales. Este hongo destaca por su contenido de
fibra dietaria y compuestos fendlicos, asi como aminoacidos y acidos grasos
esenciales por lo que se buscara evaluar el efecto potencial quimiopreventivo y
prebidtico que el hongo puede tener sobre células de cancer de colon. Ademas,
promover su consumo apoya a la recuperacion de la dieta tradicional mexicanay a
la propuesta de detener y retroceder la transicion que ocurrio en el sistema

alimentario dado que es un alimento ancestral que requiere minimo procesamiento.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar el efecto quimiopreventivo in vitro del huitlacoche (Ustilago maydis) sobre

la sobrevivencia de células de cancer de colon humano y su potencial prebioético.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitira conocer el potencial quimiopreventivo del huitlacoche, asi

como los efectos que sus componentes pueden tener en el sistema digestivo.

4. CRITERIOS DE INCLUSION
Usted podra participar siempre y cuando sea un adulto sano, sin distincion de sexo,

gue no haya consumido alimentos 90 minutos previos a la toma de muestra.

5. CRITERIOS DE EXCLUSION

En este estudio no pueden participar menores de edad ni mujeres embarazadas.

6. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio usted seguira el siguiente procedimiento:
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1. Usted tendra que asistir el dia y hora sefialados al laboratorio de Bioquimica
Toxicolégica del Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica de la
Universidad Autdbnoma de Querétaro. Debera haber consumido su ultimo
alimento al menos 90 minutos antes del inicio del ensayo. Ademas, cepillarse
los dientes, sin pasta dental o cualquier otro producto para el aseo bucal,
solamente con agua natural. Se le pedird depositar saliva en un vaso.
Después se enjuagara la boca por 15 segundos con 5mL de agua destilada
y se depositara el liguido en el vaso. El procedimiento durara
aproximadamente 15 min. Se realizard en dos ocasiones debido a que se

realizaran dos ensayos independientes.

7. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de 1 sola fase en la que depositara una muestra de su saliva

en un vaso. Este procedimiento no implica ningln riesgo para usted.

8. ACLARACIONES

e Su decisidon de patrticipar en el estudio es completamente voluntaria.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

e Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
-aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar
0 no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

¢ No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e No recibira pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

e Encaso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
se le proporcionara el cuidado médico apropiado por el médico en turno del

servicio SuSalud de la Facultad de Quimica, siempre que estos efectos sean

109



consecuencia de su participacion en el estudio, previamente valorado por el
médico.

e No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e No recibird pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador corresponsable al teléfono: 1921200 ext:
5585

e La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

e Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que

forma parte de este documento.

9. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinién de otra
persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.

En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto o en caso de una
emergencia, llame al numero 443 570 1296, con la LNCA Angélica Rebollar Garcia
o bien, con la investigadora responsable, la Dra. Rocio Campos Vega, al nUmero
442 343 2168.

10. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido Ila

informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser

publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en patrticipar en este estudio
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de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de

consentimiento.

Firma del participante

Fecha de lafirma

Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha
He explicado al Sr(a). la naturaleza y los

propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios

111



que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me

apego aella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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11. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo:

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de la firma
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Anexo lll. Consentimiento informado para la participacion en la investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

“Carta consentimiento para participar en el proyecto de investigacion”

Titulo del protocolo:
“Evaluacion del potencial prebidtico y quimiopreventivo del huitlacoche (Ustilago

maydis) sobre la sobrevivencia in vitro de células de cancer de colon humano”

Investigador principal: Dra. Rocio Campos Vega
Sede donde se realizara el estudio: Departamento de Investigacion y Posgrado de

Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autonoma de Querétaro.

INVITACION

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea patrticipar, entonces se
le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una
copia firmada y fechada.

2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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En el afio 2021, México avanz0 al tercer lugar a nivel mundial de incidencia de
cancer colorrectal y hoy en dia ocupa el segundo mas mortal a nivel nacional.
Encontrar medidas de prevencion y la difusion de informacion sobre factores de
riesgo es de especial interés en este tipo de cancer dado que su diagndstico suele
darse hasta etapas tardias.

Como parte de las estrategias de prevencion, se ha recomendado el consumo de
alimentos nutracéuticos: alimentos que, por su contenido de compuestos fendélicos
otorgan efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, entre otros. Un
alimento que entra en esta categoria es el huitlacoche (Ustilago maydis),
considerado la trufa mexicana, es un hongo que infecta a los granos de maiz y se
destaca por sus cualidades nutricionales. Este hongo destaca por su contenido de
fibra dietaria y compuestos fendlicos, asi como aminoacidos y acidos grasos
esenciales por lo que se buscara evaluar el efecto potencial quimiopreventivo y
prebidtico que el hongo puede tener sobre células de cancer de colon. Ademas,
promover su consumo apoya a la recuperacion de la dieta tradicional mexicanay a
la propuesta de detener y retroceder la transicion que ocurrio en el sistema

alimentario dado que es un alimento ancestral que requiere minimo procesamiento.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar el efecto quimiopreventivo in vitro del huitlacoche (Ustilago maydis) sobre

la sobrevivencia de células de cancer de colon humano y su potencial prebioético.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitird conocer el potencial quimiopreventivo del huitlacoche asi

como los efectos que sus componentes pueden tener en el sistema digestivo.

4. CRITERIOS DE INCLUSION
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Usted podra participar en el estudio siempre y cuando sea un adulto sano, sin
distincion de sexo, con ausencia de enfermedades gastrointestinales, sin episodios
de diarrea, que no haya consumido antibiéticos en los 3 meses previos a la toma de

muestra.

5. CRITERIOS DE EXCLUSION
En este estudio no pueden participar menores de edad, mujeres embarazadas ni

personas con enfermedades gastrointestinales.

6. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio usted seguira el siguiente procedimiento:

1. Un dia antes del ensayo, usted tendra que asistir en la hora sefialada al
laboratorio de Bioquimica Toxicoldgica del Posgrado de Alimentos, Facultad de
Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro. Se le entregara un vaso
para muestra estéril en el cual debera colectar su primera deposicion del dia y
traerla al laboratorio sefialado anteriormente. El procedimiento durara el tiempo

gue usted tarde en entregar la muestra y puede retirarse una vez que lo haga.
7. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de 1 sola fase en la que se hara una donacién de inoculo fecal,
el cual sera utilizado como fuente de la microbiota representativa del colon. Este

procedimiento no implica ningun riesgo para usted.
8. ACLARACIONES

e Su decisién de patrticipar en el estudio es completamente voluntaria.
e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no

aceptar la invitacion.
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Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
-aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar
0 no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.
No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibird pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
se le proporcionara el cuidado médico apropiado por el médico en turno del
servicio SuSalud de la Facultad de Quimica, siempre que estos efectos sean
consecuencia de su participacion en el estudio, previamente valorado por el
médico.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador corresponsable al teléfono: 1921200 ext:
5585

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que

forma parte de este documento.

9. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinién de otra

persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.

En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto o en caso de una

emergencia, llame al nimero 443 570 1296, con la LNCA Angélica Rebollar Garcia
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o bien, con la investigadora responsable, la Dra. Rocio Campos Vega, al numero
442 343 2168.

10. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio
de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de

consentimiento.

Firma del participante

Fecha de la firma

Testigo 1 Fecha
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Testigo 2 Fecha

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los

propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios
gue implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me

apego aella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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11. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo:

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de la firma
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Anexo V. Invitacién para participar en estudio 2

))

Za i

L
TE INVITAMOS A PARTICIPAR l
COMO DONANTE EN EL ESTUDIO: &~

e

Evaluacién del potencial prebidtico y quimiopreventivo
del huitlacoche (Ustilago maydis) sobre la sobrevivencia
in vitro de células de cancer de colon humano

REQUISITOS

¢iCOMO Ser mayor de edad, no padecer
PARTICIPAS?

enfermedades gastrointestinales (ni
Donando una muestra

. ,, episodios de diarrea) y no haber
de tu primer evacuacién

del dia

consumido antibidticos en los

ultimos tres meses

LUGAR:
Laboratorio de Bioquimica Toxicoldgica
de la Facultad de Quimica de la
Universidad Auténoma de Querétaro

CONTACTO:
ANGELICA REBOLLAR - 443 5701 296
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