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ResumEn 
El cáncer de próstata (CaP) es la principal causa de mortalidad por neoplasias de la población masculina en México. Existen tratamientos para el CaP de elevados costos y muchos no son efectivos, ya que se genera resistencia a las diversas terapias provocando diferentes condiciones como la condición hormono independiente, estado en el cual las células prostáticas se tornan resistentes a la muerte celular por alteraciones de mecanismos de señalización molecular. Dentro de la dieta de los mexicanos, la tortilla de maíz azul representa una fuente potencial de antioxidantes naturales, debido a que contiene antocianinas, compuestos polifenólicos con reportadas propiedades benéficas a la salud. Sin embargo, existen escasos estudios acerca de las propiedades biológicas de la tortilla de maíz azul, en particular frente al CaP. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de extractos etanólicos de tortilla y maíz azul sobre la actividad antioxidante y actividad antiproliferativa en cáncer de próstata (LNCaP). 200 g del grano y tortilla de maíz azul fueron extraídos con EtOH/C6H8O7, se concentraron y liofilizaron. La actividad antioxidante fue evaluada por el ensayo TBARS. La acción antiproliferativa de los extractos etanólicos de maíz azul de la raza Mixteco y tortilla se estudió en células de cáncer de próstata (LNCaP) mediante el método MTT. En cuanto a la peroxidación lipídica, se observaron valores similares de inhibición IC50 de 750 y 792 μg/mL. El extracto de tortilla presentó mayores porcentajes de inhibición (66.85 y 91.34%) en la línea celular LNCaP a las 24 y 48 h, a diferencia del extracto de maíz azul (50.21 y 80.39%). La mayor actividad antiproliferativa de la tortilla se atribuye a la modificación en el perfil de antocianinas debido al proceso de nixtamalización. Lo anterior sugiere que el consumo de tortilla de maíz azul podría tener un efecto positivo en la salud.
1. Introducción 
El cáncer de próstata es una neoplasia maligna que se presenta usualmente en edades avanzadas ya que se encuentra asociado con el envejecimiento y la edad; de cada tres casos que se diagnostican en México, dos son en hombres mayores de 65 años. Se considera una enfermedad multifactorial y los factores de riesgo más estudiados son hormonales, sexuales y reproductivos, así como estilo de vida, ocupación, historia familiar y hábitos dietéticos (Mayora y Arvelo, 2011). En los últimos años se ha intentado clasificar los tumores de próstata en función de la sensibilidad a los andrógenos, por lo que se ha dividido al cáncer de próstata en andrógeno-dependientes, que precisan de los andrógenos para seguir creciendo; andrógeno-sensibles, que son aquellos que al eliminarse los andrógenos disminuyen su crecimiento, pero sus células no mueren; y los andrógeno-independientes, que crecen de forma independiente de la exposición o no a los andrógenos (Rodríguez et al., 2014). El tratamiento de cáncer de próstata dependerá del estadio del cáncer, utilizando tratamientos a base de hormonas, quimioterapia o radioterapia principalmente, sin embargo, estos tratamientos son agresivos y de elevados costos, por lo que la comunidad científica busca alternativas para obtener compuestos de origen natural que tengan actividad antioxidante y antiproliferativa selectiva sin afectar a células sanas. En este sentido, se destaca la presencia de polifenoles y antocianinas presentes en los alimentos, particularmente en cereales como el maíz. El maíz es el cereal más importante en México desde el punto de vista político, económico y social, a partir de este cereal se elabora la tortilla, alimento básico de la dieta de la población méxicana, pues se estima que es consumida por el 94 % de la población. El consumo per cápita de los mexicanos es de 335 g/día lo que equivale a 122 kg/año (FAO, 2012). Existen más de 59 razas de maíz en México, dentro de los de grano pigmentado, sobresalen los de color amarillo, rojo, morado y azul, siendo estos últimos los que presentan un mayor contenido de antocianinas, pigmentos vegetales que confieren tonalidades que van desde el rojo, morado, azul a violeta intenso. Se ha reportado que las antocianinas presentan actividad antiinflamatoria, antioxidante, antineoplásica, modulación de enzimas relacionadas con estrés oxidativo así como también pueden evitar de forma indirecta mutaciones de genes involucrados en cáncer, como protoncogenes, genes supresores de tumores y genes de reparación del DNA (Kong et al., 2003; Wang et al., 2013). Existen más de 800 diferentes antocianinas en la naturaleza, en donde el perfil y actividad biológica de estos compuestos dependerá naturalmente de la fuente obtenida. En el maíz azul las antocianinas se localizan principalmente en el pericarpio y capa aleurona del grano, éstas se encuentran de forma acilada en un 60 %, mientras que en la tortilla por el proceso de nixtamalización, las antocianinas pueden degradarse así como también sufrir una hidrólisis básica que libera la parte ácida de su estructura, favoreciendo la presencia de antocianinas en las formas monoglicosiladas (Salinas et al., 2003; Escalante et al., 2013), sin embargo, poco se sabe sobre el efecto de la nixtamalización y la actividad biológica de los productos de nixtamalización, específicamente en la tortilla. El maíz azul de la raza Mixteco y la tortilla obtenida a partir de éste representan una fuente potencial importante de polifenoles y antocianinas; sin embargo, existen escasos estudios acerca de las propiedades biológicas de la tortilla y maíz azul en particular frente al CaP. Por lo que siendo la tortilla el alimento básico de la población Mexicana, así como la escasa información sobre el efecto de la nixtamalización en la actividad biológica, el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de extractos de tortilla y maíz azul en la actividad antioxidante y antiproliferativa en la linea celular de cáncer de próstata LNCaP. 
2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Materia prima 

Maíz azul de la raza Mixteco fue proporcionado por el CIIDIR-IPN unidad Oaxaca. 

2.2 Nixtamalización del grano de maíz azul

Para la nixtamalización se empleó una concentración de hidróxido de calcio al 1.0 %. El tiempo de nixtmalización fue de 35 minutos. Después de un reposo de 16 horas, el nixtamal se enjuagó tres veces con 1 L de agua purificada. Posteriormente, se añadió 40 mL de agua purificada por 200 g de maíz para obtener una masa fresca, y después fue molida en un molino manual (Alarcón et al., 2011).

2.3 Elaboración de la tortilla a partir de maíz azul

Para la elaboración de cada tortilla se empleó una prensa doméstica, para obtener tortillas con espesor de 1 ± 0.5 mm, 12 ± 0.5 cm de diámetro y 17.5 ± 0.5 g de peso. Los discos de masa fueron cocidos al calor de una plancha a 240 ± 2 °C durante 30 s por el lado A, seguido de 65 s en lado B, y 30 s nuevamente por el lado A. Las tortillas se evaluaron después de enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente (Alarcon et al., 2011).
2.4 Obtención de extractos de maíz azul y tortilla

Para la obtención de extractos se pesaron 200 g de harina de maíz o tortilla, se adicionó EtOH/ C6H8O7, para su extracción, las muestras se sonicaron y se dejaron en reposo 24 h a 4°C, posteriormente se centrifugaron las muestras a temperatura de 5 °C para obtener el sobrenadante. Las muestras se concentraron en un rotavapor a 28 °C bajo condiciones de vacío y se liofilizaron para su posterior análisis (Alarcon et al., 2011).
2.5 Determinación de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales se evaluó utilizando la técnica de Folin-Ciocalteau, (1927). La concentración de fenoles totales se expresó como mg equivalentes de ácido gálico (EAG) por 100 g de muestra. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.6 Determinación de antocianinas monoméricas 

El contenido de antocianinas monoméricas fue evaluado usando el método diferencial de pH. La absorbancia fue medida en un espectrofotómetro UV-VIS. El contenido de antocianinas monoméricas se expresó como cianidina-3-glucósido, usando el coeficiente de extinción molar de 26,900 L cm-1 mg-1 y un peso molecular de 449.2 g/L (Giusti and Wrolstad, 2001)
2.7 Evaluación de la actividad antioxidante por el método TBARS

La evaluación de la peroxidación lipídica se realizó por el método TBARS siguiendo la metodología descrita por Rossato et al., (2002). Para ello, se colocaron 400 μL de homogenizado de cerebro de rata y se adicionaron 50 μL del compuesto, se incubo por 30 min a 37 ºC, posteriormente se indujo la peroxidación lipídica con 50 μL de FeSO4 100 μM, se incubó 1h a 37 ºC, se adicionó 500 μL de reactivo TBA y se midió la absorbancia a 540 nm.
2.8 Viabilidad celular MTT

La acción antiproliferativa de los extractos etanólicos de maíz azul de la raza Mixteco y tortilla en cáncer de próstata se estudió en las líneas celulares de carcinoma de próstata humana LNCaP. Para ello, se cultivaron las células en placas de 96 pocillos a una densidad adecuada de 5.5 x105 células por pozo. Posterior a 24 h de la siembra, se añadieron los tratamientos a las 24 y 48 h, realizando 3 réplicas para cada tratamiento. Las células son tratadas con 2.5 mg/mL de MTT e incubadas a 37 ºC durante 2 horas. Se adicionó 200 μL de DMSO, la densidad óptica producida por este producto se determinó a una longitud de onda de 595 nm (Lazze et al., 2004).

2.9 Análisis estadístico

La evaluación de la información obtenida se realizó mediante el paquete estadístico Statistica 8.0.
3. REsultados y discusión 
Los resultados obtenidos en cuanto al contenido de polifenoles totales y antocianinas monoméricas se presentan en la Tabla 1. El menor contenido de polifenoles totales y antocianinas monoméricas en la tortilla se atribuye al efecto del proceso térmico-alcalino en la degradación de estos compuestos (Delgado et al., 2000).
Tabla 1. Contenido de polifenoles totales y antocianinas monoméricas en extracto crudo de maíz azul de la raza Mixteco y tortilla.

	Muestra
	Polifenoles totales
mg EAG/100 g
	Antocianinas monoméricas
mg C3G/100 g

	Extracto crudo maíz azul Mixteco
	226.6
	56.08

	Extracto crudo tortilla azul Mixteca
	88.6
	11.82


Los resultados en cuanto a los porcentajes de inhibición de la peroxidación lipídica en cerebro de rata (TBARS), de extracto crudo de maíz azul de la raza Mixteco y tortilla se presentan en el Cuadro 1. Se presentaron valores similares de inhibición IC50 de 750 y 792 μg/mL para el maíz azul de la raza Mixteco y tortilla, respectivamente.
Cuadro 1. Inhibición de la peroxidación lipídica en cerebro de rata (TBARS), de extracto crudo de maíz azul de la raza Mixteco y tortilla.
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El efecto de los extractos etanólicos de maíz azul de la raza Mixteco y tortilla en las células de cáncer de próstata LNCaP (dependiente de andrógenos) se presentan en la Tabla 2. Se observa que la tortilla presentó mayor actividad antiproliferativa a las 24 y 48 h a diferencia del maíz azul de la raza Mixteco, lo cual resulta interesante ya que el maíz azul presenta un mayor contenido de polifenoles y antocianinas que la tortilla (Tabla 1), lo que sugiere que el proceso para la obtención de tortilla modifica el perfil de antocianinas, favoreciendo su actividad biológica, lo anterior concuerda con lo reportado por Escalante et al., (2013).
Tabla 2. Actividad antiproliferativa de extracto crudo de maíz azul de la raza Mixteco y tortilla en células de cáncer de próstata LNCaP.

	Muestra
	Concentración

(μg/mL)
	24 H
	48 H

	
	
	%

Inhibición
	%

Viabilidad
	%

Inhibición
	%

Viabilidad

	Extracto crudo maíz azul Mixteco
	1000
	50.21
	49.78
	80.39
	19.6

	
	500
	ND
	≥100
	3.946
	96.05

	
	250
	ND
	≥100
	ND
	≥100

	
	125
	ND
	≥100
	ND
	≥100

	
	0
	0.0
	100
	0.0
	100

	Extracto crudo tortilla azul Mixteca
	1000
	66.85
	33.14
	91.34
	8.656

	
	500
	ND
	≥100
	21.89
	78.1

	
	250
	ND
	≥100
	ND
	≥100

	
	125
	ND
	≥100
	ND
	≥100

	
	0
	0.0
	100
	0.0
	100


ND. Actividad no detectada 

4. CONCLUSIONES
El presente trabajo demuestra que el maíz azul de la raza Mixteco y la tortilla obtenida representan una fuente potencial de polifenoles y antocianinas. El maíz azul de la raza Mixteco y su tortilla, presentan actividad antioxidante y antiproliferativa en células de cáncer de próstata (LNCaP). La mayor actividad antiproliferativa de la tortilla se atribuye a la modificación en el perfil de antocianinas debido al proceso de nixtamalización. Lo anterior sugiere que el consumo de tortilla de maíz azul podría tener un efecto positivo en la salud. 
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