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| RESUMEN

En la presente investigacion se enriquecié maiz y garbanzo con Se a través
del proceso de germinacion. Los granos fueron hidratados con diferentes
concentraciones de selenito de sodio (Na2SeOs) (0, 48, 50, 94 mg Na2SeOs/L)
y germinados por dos dias. Con el maiz germinado con Se, se elaboraron
tortillas, a las cuales se les evalu6 su capacidad antioxidante y antiinflamatoria
in vitro. Ademas, se cuantificé el contenido de acido ferulico y el perfil de
minerales. Se encontr6 que el maiz germinado con Se tiene mejores
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que su contraparte, el maiz
germinado sin Se. Ademas, se encontré que la tortilla de maiz germinado con
Se es una buena fuente de Se dietario y con buenas propiedades
antioxidantes similares a la tortilla de maiz sin germinar. Posteriormente, el
garbanzo germinado con Se se utilizd para desarrollar una dieta rica en Se y
evaluar su efecto como coadyuvante de quimioterapia en el tratamiento de
ratones inmunocomprometidos Nu/Nu xenoinjertados con células de cancer
de colon humano. Los ratones fueron alimentados con la dieta enriquecida en
Se, fueron inoculados con células HT-29 RFP y posteriormente recibieron
dosis de 5-Fluorouracilo (5-FU) (15 o 30 mg/kg) por cuatro semanas. Los
resultados arrojaron que la combinacién de la dieta rica en Se y quimioterapia
con 5-FU (30 mg/kg) redujo el tiempo de inflexién del crecimiento tumoral con
respecto al grupo sin Se y quimioterapia. Ademas, los niveles de glutatién
peroxidasa mejoro en los grupos alimentados con dieta rica en Se. Por otro
lado, se elaboraron botanas enriquecidas con Se y omega 3. Se desarrollaron
diferentes formulaciones con harina de garbanzo germinado con Se
mezclados con harina de amaranto y se enriquecieron con aceite de pescado
rico en omega 3. Las mezclas se sometieron al proceso de extrusion para
obtener las botanas. Se observo que el proceso de extrusion disminuyo
significativamente el contenido de lipidos en las botanas extruidas. Sin
embargo, la adicion de aceite de pescado a las formulaciones es una buena
manera para obtener botanas con omega 3. Estos resultados demuestran que
la germinacion de maiz y garbanzo en presencia de Na=SeOs en el agua de
remojo es una buena manera para mejorar el contenido de Se en los granos.
Asimismo, el uso de las harinas de maiz o garbanzo germinado con Se para
la elaboracion de alimentos es una excelente manera de incrementar el
consumo de Se en las personas.

Palabras clave: Germinacion, Tortilla, Selenio, Omega 3.



ABSTRACT

In the present investigation, maize and chickpea were enriched with Se
through the germination process. The grains were hydrated with different
concentrations of sodium selenite (Na2SeQOs) (0, 48, 50, 94 mg Na2SeO3/L)
and germinated for two days. Corn germinated with Se is used to make
tortillas, which are evaluated in vitro for their antioxidant and anti-inflammatory
capacity. In addition, the ferulic acid content and the mineral profile were
quantified. Maize sprouted with Se was found to have better antioxidant and
anti-inflammatory properties than its counterpart, maize sprouted without Se.
In addition, it was found that the Se-germinated corn tortilla is a reliable source
of dietary Se and with good antioxidant properties like the non-germinated corn
tortilla. Subsequently, chickpea sprouted with Se was used to develop a Se-
rich diet and evaluate its effect as a chemotherapy adjuvant in the treatment
of immunocompromised Nu/Nu mice xenografted with human colon cancer
cells. Mice were fed the Se-enriched diet, inoculated with HT-29 RFP cells,
and subsequently dosed with 5-fluorouracil (5-FU) (15 or 30 mg/kg) for four
weeks. The results showed that the combination of a diet rich in Se and
chemotherapy with 5-FU (30 mg/kg) reduced the inflection time of tumor
growth with respect to the group without Se and chemotherapy. Furthermore,
glutathione peroxidase levels improved in the groups fed a diet rich in Se. On
the other hand, snacks enriched with Se and omega 3 were made. Different
formulations were developed with chickpea flour germinated with Se mixed
with amaranth flour and enriched with fish oil rich in omega 3. The mixtures
were subjected to the extrusion process to obtain the snacks. It was observed
that the extrusion process significantly decreased the lipid content in the
extruded snacks. However, the addition of fish oil to the formulations is an
effective way to obtain omega 3 snacks. These results show that the
germination of corn and chickpeas in the presence of Na2SeO3 in the soaking
water is an effective way to improve the content. of Se in the grains. Also, the
use of maize flour or sprouted chickpeas with Se for food preparation is an
excellent way to increase Se intake in people.

Key words: Germination, Tortilla, Selenium, Omega 3.



I INTRODUCCION

El selenio (Se) es un mineral que ha sido encontrado en pequefias cantidades
en el organismo, se ha reconocido como un elemento esencial para el
organismo, forma parte del metabolismo del ser humano y los animales a
través de las denominadas selenoproteinas, las cuales estan involucradas en
diferentes funciones, entre las que destacan la defensa antioxidante,
antiinflamatoria, anticancerigena, entre otros (Margaret, 2012). La ingesta
diaria de Se recomendada se ha establecido en 55 ug/dia para personas
adultas (NIH, 2019). Niveles supra nutricionales de Se (200-300 ug/dia) estan
relacionados con la prevencion de cancer (KurSvietiené y col. 2020). El
metabolismo del Se depende de su forma organica o inorgéanica contenida en
los alimentos.

El Se contribuye en uno de los mecanismos de defensa antioxidante
del cuerpo humano. Interviene en el correcto funcionamiento de diferentes
enzimas y selenoproteinas que son necesarias para mantener la homeostasis
redox celular (Silvestrini y col. 2020). Ademas, se ha reportado que la
deficiencia de Se puede dar lugar a una incompetencia inmunoldgica que
conduce a una mayor susceptibilidad a las infecciones y posiblemente al
cancer (Hamid y col. 2018). Por otro lado, el mecanismo de accion
anticancerigena del Se aun no es muy claro, sin embargo, varias teorias han
sido propuestas. Entre ellas, la accién antioxidante de glutation peroxidasa y
tiorredoxina reductasa protegen la estructura y estabilidad de otras proteinas
y al ADN, de los radicales libres, los cuales pueden desencadenar ciertos tipos
de cancer (Combs y col. 2011).

La germinacion es un proceso capaz de mejorar las cualidades
fisicoquimicas de los granos de legumbres y cereales. Este proceso genera la
sintesis de nuevos compuestos bioactivos y mejora la composicion de
nutrientes de los granos, asimismo, reduce el contenido de compuestos anti
nutricionales, por lo que el consumo de granos germinados puede aportar

grandes beneficios a la salud (Sofi y col. 2020).



La biofortificacion de alimentos a través de la germinacion representa
un excelente proceso para obtener alimentos enriquecidos con Se (Guardado-
Félix y col. 2017; Lazo-Vélez y col. 2018). Se han reportado beneficios de
germinar leguminosas en presencia de Se, tales como germinados de soya y
garbanzo con mayor actividad antioxidante que aquellos germinados sin Se
(Guardado-Félix y col. 2017; Lazo-Vélez y col. 2018).

En especial, el garbanzo es una de las leguminosas que ha sido
enriquecida con Se a través de la germinacion (Guardado-Félix y col. 2017).
Serrano-Sandoval y col (2019), demostraron que la germinacion de garbanzo
con Na2SeOs es capaz de aumentar el contenido de Se en los germinados de
garbanzo. La acumulacién de Se durante la germinacion, es capaz de
modificar el perfil proteico de los germinados, y permitié obtener una fraccion
de glutelinas con actividad antioxidante. Hernandez-Grijalva y col (2022),
reportaron que las proteinas del garbanzo germinado con Na:SeOs, en
especial la fraccién de glutelinas tiene buena capacidad emulsificante y con
buenas propiedades antioxidantes. También, se ha reportado el potencial
anticancerigeno de una dieta a base de garbanzo germinado con Na:SeOs
(Guardado-Félix y col. 2019).

El maiz es otro grano que se ha germinado en presencia de Se. En
nuestro equipo de trabajo se desarroll6 una tortilla de maiz germinado con
Na2SeOs, con buenas caracteristicas funcionales. Estas tortillas representan
una buena fuente de Se dietario, sin embargo, es necesario validar las
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias in vitro de esta tortilla.

Debido a los resultados previamente obtenidos en nuestro equipo de
trabajo, resulta interesante estudiar el efecto de una dieta de garbanzo
enriquecida con Se en combinacién con agentes quimioterapéuticos sobre el
efecto anticancerigeno en ratones inmunocomprometidos inoculados con
células de cancer de colon humano. Validar este tipo de terapias en un modelo
in vivo nos permite encontrar tratamientos con potencial para utilizarse en
algunos tipos de cancer.

Por los beneficios que aporta el Se al organismo resulta importante

incrementar su consumo, ya que podria evitar la aparicion de enfermedades



vinculadas con el incremento del estrés oxidativo. Ademas, la germinacion de
los granos es una gran herramienta para incrementar el potencial nutracéutico
de los granos, por lo tanto, el consumo de granos germinados podria aportar
grandes beneficios a la salud. En este sentido, los granos germinados con Se
representan una excelente opcion para elaborar alimentos funcionales.

Actualmente, en el mercado existen una gran variedad de cereales de
desayuno y botanas infantiles con bajo contenido nutricional. Es por ello por
lo que recientemente se han buscado alternativas para desarrollar alimentos
con un mejor contenido nutricional. De esta manera se han desarrollado
botanas a través del proceso de extrusion con legumbres afiadidas
(Alemayehu y col. 2019; Costantini y col. 2021). El uso de harinas de cereales
y/o legumbres germinadas con Se para el desarrollo de botanas infantiles a
través del proceso de extrusion podria representar una alternativa para
obtener alimentos con mejor contenido de proteina, fibora y compuestos
bioactivos. Ademas, resulta importante incorporar nuevos nutrientes que
puedan aportar beneficios a la salud de los nifios, tal es el caso del omega 3.
En especial, este acido graso es de suma importancia en la nifiez ya que
contribuye al correcto desarrollo cerebral (Calder, 2018).

El objetivo del presente trabajo fue obtener alimentos funcionales a
partir de maiz y garbanzo germinado con Se y evaluar sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas en modelos in vitro e in
Vivo.

Este trabajo busca ofrecer alimentos a la poblacion que contribuyan a
mejorar su salud y prevenir enfermedades. Esta investigacion demuestra que
los granos germinados con Se tienen gran potencial para desarrollar alimentos
funcionales, ademés de contribuir a incrementar el consumo de este mineral
en las personas. Asi mismo, la harina de garbanzo germinado con Se se
podria utilizar como tratamiento coadyuvante en el cancer de colon. Ademas,
con la informacion obtenida se abren oportunidades de estudio, ya que se
pueden seguir desarrollando alimentos, o bien, realizar ensayos clinicos para

evaluar la efectividad de los alimentos elaborados en esta investigacion.



lIl REVISION DE LITERATURA

A SELENIO

El selenio (Se) es un mineral traza esencial ya que participa en las funciones
fisiologicas del organismo, forma parte del metabolismo del ser humano y los
animales a través de las denominadas selenoproteinas. Juega un papel
crucial como antioxidante a través de varios mecanismos enzimaticos, entre
ellos la glutation peroxidasa (GPX), tiorredoxina reductasa (TXNRD) y
yodotironina desyodasas (DIO) (Davila-Vega y col. 2022).

El Se se puede encontrar de forma inorganica u organica. Las formas
inorganicas incluyen Se elemental, H2Se, selenato de sodio (Na:SeOa),
selenito de sodio (Na2SeOs), seleniuro (Se™), diselenuros (Sez2?) vy
selenocianato (SeCN-). Las formas organicas incluyen selenoésteres
(Se(C=0)-0OH), metil selenio (CHsSe™), y selenoaminoacidos como Se-
metilselenocisteina (SeMSC), selenocisteina (Sec), selenometionina (SeMet),
glutation selenoide (SDG) y acido metilselénico (MSeA) (Gandin y col. 2018).
Ademas, el Se puede encontrarse en la estructura de selenoproteinas como
GPX1, GPX2, GPX3, GPX4 y GPX6; TXNRD1, TXNRD2, TXNRD3; DIO1,
DIO2, DIO3; y selenoproteinas P, K, N,H, O, I, R, S, T,M, Wy V.

La dosis diaria recomendada de Se para adultos es de 55 ug, la cual
es necesaria para realizar muchas funciones en el cuerpo (Garousi, 2017).
Mientras que ingestas menores de 20 ug Se/dia aumenta el riesgo de diversas
patologias como, infertilidad en los hombres, nefropatia, cancer de préstata,
aparicion de enfermedades neuroldgicas, cardiopatia isquémica Yy
osteoartropatia endémica (enfermedad de Kashin-Beck) (KurSvietiené y col.
2020). Por otro lado, dosis supra nutricionales de Se (100 ug/dia) esta
vinculado con la reduccién del riesgo de padecer algunos tipos de cancer (Guo
y col. 2021).

1 Absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) de Se
En la Figura 1 se pueden apreciar los mecanismos ADME del Se. La

disponibilidad del Se depende en su forma quimica, misma que afecta a estos



mecanismos (Takahashi y col. 2018). Factores como la estructura quimica del
Se y la dosis de administracion pueden impactar en el transporte del Se a los
enterocitos (Pick y col. 2013). Las formas inorganicas, como el selenato
(Se0?%74) y el selenito (Se0?73), se transportan a través de vias paracelulares
y transcelulares, respectivamente. Por otro lado, el Se organico, como Sec y
SeMet son transportados por vias transcelulares (Gammelgaard y col. 2011).
Una vez absorbido por los enterocitos, el Se, se puede dirigir hacia el higado,
al sistema linfatico o plasma (Wastney y col. 2011). En el plasma, el Se esta
asociado con las proteinas plasmaticas y posteriormente es tomado por el
higado o los rifiones para ser excretado (Wastney y col. 2011). En el higado,
el Se, se utiliza para sintetizar selenoproteinas, especialmente selenoproteina
P (SELENOP). La SELENOP se encarga del transporte de Se a los tejidos
periféricos, en donde se degrada para obtener Sec y formar parte de otros
selenocompuestos (Seale y col. 2018). En cuanto al sistema linfatico, el Se
puede viajar al plasma o ser absorbido por el higado (Wastney y col. 2011).
Los seres humanos pueden retener los selenoaminoacidos de manera
mas eficiente que las formas inorganicas de Se (Ha y col. 2019). Por lo tanto,
SeMet puede incorporarse a proteinas o0 puede metabolizarse a
selenocompuestos como seleniuro de hidrégeno (H2Se), un intermediario para
la produccion de selenoproteina. El H2Se a partir de SeMet puede generarse
mediante dos reacciones, una mediante una ruta de trans-sulfuracion para
formar Sec, que es catabolizada por la Sec liasa (Seale y col. 2018) o por
metilselenol (CHsSeH) a través de la y-liasa seguida de una reaccion de
desmetilacion. Por otro lado, el Se inorganico no puede ser parte de la
construccion de proteinas. SeO? 3 0 SeO~? 4 se reducen para formar H2Se via
sistemas de tiorredoxina (Trx) o glutaredoxina (Grx) para generar

selenoproteinas o para ser excretadas (Tobe y Mihara, 2018).
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Figura 1. Procesos ADME de Se. Los selenocompuestos como selenato
(Se0?74), selenito (Se0?73), Sec y SeMet se absorben a través de la luz
intestinal, donde van directamente a los vasos sanguineos, que luego son
metabolizados por el higado. SeMet generalmente se convierte en proteinas
y Sec, que también se puede metabolizar como selenoproteinas. SeO?%74 se
transforma en SeO?3 con una conversion posterior a H2Se que puede
excretarse a través de la respiracion como seleniuro de dimetilo o a través de
los riflones como selenoazucares, Se0% 2 y TMSe (Tomada de Davila-Vega y
col. 2022).



Para evitar la toxicidad, el Se metabolizado se excreta posteriormente
a través de la orina, las heces y el aliento. La excrecion de Se depende de la
forma quimica y la dosis y se puede encontrar en la orina como SeO?4,

selenoazucares o como ion trimetilselenio (TMSe) (Takahashi y col. 2018).

2 Funciones del Se
Las selenoproteinas estan involucradas en distintas rutas metabdlicas, como
defensa antioxidante, actividad antiinflamatoria, anticancerigena, funcion

tiroidea (Margaret, 2012), entre otros.

a Mecanismo antioxidante
El estrés oxidativo (EO) es responsable de algunas alteraciones en la funcién
de proteinas, lipidos y ADN (Metere y col. 2018). Las especies reactivas de
oxigeno (ERO) se pueden generar como subproductos de los procesos redox
celulares, incluida la respiracién mitocondrial, y se sabe que son perjudiciales
para la salud humana cuando sus niveles celulares superan el nivel
fisiol6gicamente aceptable (Zhang y col. 2020). La sobreproduccion de ERO
y el consiguiente aumento del EO conducen a dafios celulares irreversibles,
frecuentemente asociados a enfermedades como la aterosclerosis, la
hipertension, la nefropatia diabética, la fibrosis pulmonar, la enfermedad de
Alzheimer y, en particular, el cancer (Metere y col. 2018).

El Se contribuye en uno de los mecanismos de defensa antioxidante
del cuerpo humano. Interviene en el correcto funcionamiento de diferentes
enzimas y selenoproteinas. Entre las 25 proteinas conocidas que contienen
Sec en humanos, algunas de las selenoproteinas mas importantes incluyen
TXNRD1, TXNRD2 y TXNRD3, GPX1, GPX2, GPX3, GPX4 y GPX6, DIO1,
DIO2 y DIO3, que son necesarias para mantener la homeostasis redox celular
(Silvestrini y col. 2020). Estas selenoproteinas son una parte esencial del
sistema redox intracelular, reduciendo el glutation/glutation oxidado
(GSH/GSSG) y ERO evitando el dafio celular.

Las enzimas GPX, conocidas como GPX1, GPX2 gastrointestinal,

GPX3 plasmatica e hidroperoxido de fosfolipido GPX4, representan las clases



principales de selenoproteinas funcionalmente importantes. GPX1 se expresa
de manera ubicua en muchos tejidos y esta presente en el citosol celular y en
las mitocondrias, donde funciona como antioxidante al reducir directamente el
peroxido de hidrégeno (H202) a agua y los hidroperoxidos lipidicos a su
correspondiente alcohol (Metere y col. 2018).

Otra selenoproteina interesante es TXNRD, una enzima que cataliza la
reduccion de la tiorredoxina dependiente de NADPH vy, por lo tanto,
desempefia un papel regulador en su actividad metabdlica. Las tiorredoxinas
poseen dos cisteinas en su secuencia, con actividad antioxidante ya que
reduce a otras proteinas oxidadas (Silvestrini y col. 2020).

Metere y col (2018) reportaron una disminucion en la expresion de
GPX1 y TXRNDL1 en células de cancer de tiroides con respecto a células
sanas. La disminucion de estas selenoproteinas en el tejido canceroso indica
gue el sistema antioxidante de las células de cancer no puede contrarrestar

adecuadamente los efectos de los radicales libres.

b Actividad antiinflamatoria
La inflamacion es un proceso que ocurre con la ayuda de factores
proinflamatorios y antiinflamatorios. Las citoquinas son varias sustancias
involucradas en la respuesta inflamatoria. Se provoca una respuesta de
defensa a las citoquinas proinflamatorias cuando el cuerpo recibe estimulos
externos. Existe una estrecha relacién entre la deficiencia de Se y la
inflamacion (Xu y col. 2020).

La relacion de inmunidad con los niveles adecuados de Se en la dieta
y su incorporacion eficiente a las selenoproteinas ya ha sido previamente
reportado (Avery y Hoffmann, 2018). La deficiencia de Se puede dar lugar a
una incompetencia inmunoldgica que conduce a una mayor susceptibilidad a
las infecciones y posiblemente al cancer. Existe evidencia de que el Se puede
modular la patologia que acompafia a las enfermedades inflamatorias
cronicas en el intestino y el higado, asi como en los canceres asociados a la
inflamacion (Hamid y col. 2018). La deficiencia de Se y la supresién de la

expresion de selenoproteinas se han relacionado con niveles mas altos de
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citoquinas inflamatorias en una variedad de tejidos, incluido el tracto
gastrointestinal (Nettleford y Prabhu, 2018), el atero (Zhang y col. 2015), los
tejidos de las glandulas mamarias (Gao y col. 2016) entre otros.

Por otro lado, la funcién de las células T y B, parte de la inmunidad
adaptativa se ve afectada por la baja ingesta de Se. Una caracteristica
inmunologica de los niveles de Se in vivo es el efecto positivo que tiene una
mayor cantidad de Se sobre la proliferacion y diferenciacién del grupo de
células T (Avery y Hoffmann, 2018). Asimismo, también se ha demostrado que
las funciones de las células inmunitarias innatas se ven afectadas por los
niveles de Se. Por ejemplo, niveles bajos de Se perjudican la capacidad de
sefalizacion inflamatoria y actividades anti patégenas de los macrofagos
(Avery y Hoffmann, 2018). Xu y col (2020) encontraron que los macréfagos
deficientes en Se pueden sufrir estrés oxidativo y secrecion anormal de
citoquinas y disminuir su capacidad fagocitica.

Asimismo, la suplementacion con Se suprime la via NF-kappa B al
modular la expresion de genes de selenoproteina (He y col. 2004). La
inhibicion de esta via reduce la produccién de marcadores inflamatorios (He y
col. 2004). Ademas, el Se podria modular la expresion de genes, involucrados
en la produccion de éxido nitrico (ON) (Yun y col. 2007). EI ON es una de las
moléculas mas importantes reguladoras del sistema inmune y ha demostrado
ser relevante en la patogénesis de enfermedades inflamatorias (Yun y col.
2007).

c Propiedades anticancerigenas
Se ha demostrado la capacidad del Se con efectos anticancerigenos, esto
gracias a las selenoproteinas o selenocompuestos, que se han relacionado
con diferentes mecanismos moleculares, que pueden actuar
simultaneamente: modulacion antioxidante, citotoxicidad selectiva, detencion
del ciclo celular, activacion de ambas vias apoptéticas intrinsecas y

extrinsecas y reduccion de la angiogénesis (Davila-Vega y col. 2022).
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Varios estudios se han centrado en el papel del Se como agente
quimioterapéutico, debido a su potencial para ejercer una mayor citotoxicidad
en las células cancerosas. Sin embargo, la actividad citotoxica del Se depende
de varios factores, como la estructura quimica del Se (Hinrichsen y Planer-
Friedrich, 2016), el medio de cultivo celular, el microambiente extracelular
(Wang y col. 2015), la linea celular (Hinrichsen y Planer-Friedrich, 2016), la
presencia de suplementos como los aminoacidos en el medio y tiempo de
tratamiento (Rezadova y col. 2016).

Ademas, se ha informado del papel del Se en las vias de sefalizacion
del ciclo celular, la proliferacion y migracién celular (Sun y col. 2017).
Asimismo, el Se participa en la activacion de la apoptosis. Guardado-Félix y
col (2019) demostraron que el consumo de garbanzo germinado enriquecido
con Se (6.93 ug/g bs) en ratones inmunocomprometidos inoculados con
cancer de colon, indujo la via apoptética intrinseca al mejorar la expresion de
la caspasa-9 y al bloquear la expresion de Bcl-2.

Por otro lado, se ha reportado el rol del Se en la reduccién de la
angiogénesis. Se ha demostrado que en ratones con cancer colorrectal (CCR)
inducido, el consumo de Se en agua, redujo un 63% el crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (Saeed y col. 2019), la cual es una molécula que ayuda a

fomentar el crecimiento de nuevos vasos sanguineos.

3 Efecto del Se con compuestos quimioterapéuticos

Se han informado efectos anticancerigenos sinérgicos de las terapias
combinatorias con Se y farmacos quimioterapéuticos (Wu y col. 2019).
Algunos estudios han demostrado una mejora del efecto anticancerigeno
cuando se combinan agentes quimioterapéuticos con Se los cuales se
muestran en el Cuadro 1.

Park y col (2015), investigaron los efectos de la combinacion de Se
(10uM) con docetaxel (DTX) a 500 pM en células de cancer de pecho después
de 72 h de incubacion. La combinacion de esta terapia disminuyé el
crecimiento celular (15% vs. 28%; P = 0.004), incremento la apoptosis (63%

vSs. 26%; P = 0.001), e incremento el arresto del ciclo celular comparado con
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el grupo control. La misma combinacion terapéutica (Se + DTX) fue evaluada
en células de glioblastoma (DBTRG) (Ertilav y col. 2019). Las células DBTRG
fueron expuestas a 10 nM DTX por 10 h y subsecuentemente fueron
expuestas a 1 uyM Se por 10 h. Esta combinacion demostr6 inhibir la
proliferacion en las células y ademas se demostré que el tratamiento
combinado de DTX y Se es mejor que el tratamiento con DTX por si solo
(Ertilav y col. 2019).

La terapia combinada con Na2SeOs (200 nM) y cisplatino (40 uM) se
evaluo en células de cancer de mama. Después de 72 h de incubacion, esta
terapia mostré un efecto apoptético por la activacion de caspasa 3 y caspasa
9 sobre estas células de cancer (Sakalli y col. 2016). Otro estudio donde se
evaluo la combinacion de Se y cisplatino fue informado por Wu y col (2017).
Se evaluo el compuesto Se-platino (EG-Se/Pt), obtenido de la combinacion de
Se con cisplatino, en células humanas Jurkat y Molt-4, un tipo de células de
leucemia/linfoma linfoblastico agudo de células T (T-ALL/LBL). Las células
Jurkat y Molt-4 fueron expuestas a dosis de 5-100 uM de EG-Se / Pt durante
12, 24, 48 0 72 h. EG-Se / Pt inhibio la viabilidad de estas células de una
manera dosis y tiempo dependiente. Las tasas de apoptosis de las células
Jurkat con EG-Se / Pt a dosis de 5, 15y 35 uM fueron 14.78, 3.07 y 64.56%,
respectivamente, mientras que en las células Molt-4 con 5, 12,5y 25 uM de
EG-Se / Pt fueron 13.37%, 20.17% y 39.93%, respectivamente.

Otro tratamiento fue el reportado por Wu y col (2019) que utilizaron
NaSeOs (3 mg / kg) y el profarmaco de adriamicina (10 mg / kg) aplicado en
un modelo in vivo, con ratones desnudos, los cuales fueron xenoinjertados
con células de cancer gastrico (SGC-7901). La administracion del farmaco
(Na2SeOs + PADM) se administré cuatro veces cada ocho dias y el final del
experimento fue 40 dias después de la administracion inicial. Los autores
concluyeron que esta terapia combinada promueve la apoptosis en ratones
xenoinjertados con células de cancer gastrico mediante la elevacion de

proteinas proapoptéticas como caspasa 3, caspasa 9y p53 (Wu y col. 2019).
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Cuadro 1. Terapias combinatorias con agentes quimioterapéuticos y Se con

efectos anticancerigenos.

Quimioterapéutico Seleno Tipo de Linea Efecto Referencias
Compuesto cancer celular anticancerigeno

Docetaxel (500 pM)  Se (10uM) Pecho MDA-  Inhibicibn de la Parky col
MB- proliferacion (2015)
231 celular.
MCF-7 Incremento de la
apoptosis
Docetaxel (10 nM) Se (1uM) Cerebro y DBTR Inhibicibn de la Ertilav y col
médula G proliferacion (2017)
osea celular.
Cisplatino (40 uM) Selenito de Pecho MCF-7 Incremento de la Sakalli y col
sodio apoptosis. (2016)
(200nM)
Paclitaxel (50 uM) Selenito de Pecho MCF-7 Incremento de Guler y col
sodio EROy (2020)
(5 M) Apoptosis
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El paclitaxel es otro farmaco quimioterapéutico que combinado con Se
ha mostrado efectos anticancerigenos en células de cancer de mama (Guler
y col. 2020). Las células fueron incubadas con 50 pM de paclitaxel y 5 uM de
Na2SeOs durante 24 h mostraron un aumento de ERO y niveles mas altos de
caspasa 9 y caspasa 3 en comparacion con el tratamiento con solo paclitaxel
(50 uM). La combinacion de Se y paclitaxel en las células de cancer de mama

mejoro la apoptosis en esta linea celular (Guler y col. 2020).

4 Fuentes de Se

Los mariscos y las carnes son los primeros en colocarse entre los alimentos
con alto contenido en Se. También los cereales y leguminosas suelen poseer
cantidades de Se, sin embargo, el contenido de Se en estos alimentos son
relativamente bajos y no cumplen con los niveles de ingesta recomendada
(Liu y col. 2011). La cantidad de Se en los alimentos se ve afectada por los
niveles de Se en el suelo (Rezanka y Sigler, 2008). De esta manera, resulta
interesante la biofortificacion de alimentos con Se, la cual ha surgido como
una estrategia eficaz para incrementar su contenido de Se (Yin y col. 2019).
Algunos estudios han reportado los beneficios sobre alimentos biofortificados
con Se. Alimentos como, Brassica oleracea L. var. gongylodes (Golob y col.
2020), y Spirulina (Fontagne-Dicharry y col. 2020), se han biofortificado con
Se con el objetivo de cumplir con la ingesta diaria recomendada de Se. Avila
y col (2014), reportan que la biofortificacién de Brassica spp. con Na2SeOa (50
uM) demostré tener mayor sintesis de un compuesto anticancerigeno,
SeMSC.

Las semillas de plantas son capaces de absorber Se en el medio
ambiente y asimilarlo de diferentes selenocompuestos (organicos y / o
inorganicos) durante la germinacion. Lintschinger y col (2000) reportan la
acumulacion significativa de Se en semillas de trigo, alfalfa y girasol durante
la germinacion utilizando una solucion con Se, los brotes obtenidos se
reportan como una excelente fuente de Se, que se puede utilizar como
alimento o como complemento de diversas dietas. Liu y Gu, (2009), reportan

la germinacion de arroz en presencia de SeO? "3 como una alternativa eficaz
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para aumentar los niveles de Se en los granos. El Se inorganico empleado
para la germinacidén es capaz de transformarse en proteinas que contienen
Se (Liu y Gu, 2009).

5 Soluciones potenciales para incrementar la ingesta de Se

Se han buscado estrategias para mejorar el aporte de Se al organismo, como
el desarrollo de alimentos enriquecidos con este mineral (Bargellini y col.
2008). Una opcion para generar alimentos ricos en este mineral es la
biofortificacién de Se mediante la germinacién. En este proceso, las plantas
incrementan su contenido de Se durante su primera etapa de crecimiento
(D’Amato y col. 2017). Para llevar a cabo esta técnica se pueden utilizar ya
sea los compuestos inorganicos como Na:SeOs y Na2SeOas, o bien, los
compuestos organicos (selenoproteinas), siendo los primeros los mas
eficientes y baratos a utilizar, mientras que los segundos son mas relevantes
para la nutricibn humana pero su costo es mas elevado, sin embargo, se
prefiere utilizar Na2SeOs o Na2SeOs para dicho procedimiento, por la
capacidad de las plantas para producir selenoproteinas mediante los
compuestos inorganicos, siendo una mejor opcion para la biofortificacién de
Se de plantas (D’Amato y col. 2018).

Se ha demostrado que la biofortificacién de plantas con Se a través de
la germinacién incrementa el contenido de este, considerandolo como un
método econdémico y valioso para la obtencién de selenoproteinas (Malagoli y
col. 2015; D’Amato y col. 2018). La produccion de plantulas jovenes
(germinados y plantulas, 7-10 dias de germinacion) en pequefia o gran escala
puede ser efectiva para la produccion de productos con alto valor biolégico (Di
Gioia y col. 2017) gracias a la capacidad de absorcién de Se de las semillas
durante la germinacién (Lintschinger y col. 2000; Sugihara y col. 2004). Por
otro lado, al comparar las semillas sin germinar con los germinados
biofortificados, estos ultimos poseen mayores beneficios nutricionales, como
el incremento de fitoquimicos, los cuales proveen muchos beneficios a la

salud humana (Di Gioia y col. 2017).
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B ALIMENTOS ENRIQUECIDOS CON SELENIO Y SUS PROPIEDADES
FUNCIONALES

1 Germinacion de legumbres y cereales con Se

La germinacion es un proceso de bajo costo que se puede emplear en los
granos de legumbres y cereales con el objetivo de mejorar sus cualidades
fisicoquimicas y funcionales (Sofi y col. 2020). Este proceso es capaz de
modificar los compuestos estructurales, la sintesis de nuevos compuestos
bioactivos y aumenta la estabilidad, la digestibilidad y la composicién de
nutrientes de los granos. Asi mismo, reduce el contenido de compuestos anti
nutricionales, mejora la calidad sensorial y las propiedades tecnolégicas de
los granos (Sofi y col. 2020).

El consumo de granos germinados puede generar beneficios a la salud.
De igual forma, la harina de granos germinados tiene potencial para utilizarse
en la elaboracion de alimentos funcionales (Sofi y col. 2020). Tal es el caso
de Ouazib y col (2016) quienes elaboraron pan de trigo suplementado con
10% y 20% de harina de garbanzo germinado, resultando panes con mejor
composicién nutricional, en especial con mayor contenido de proteina en
comparacion con el pan hecho con 100% de harina de trigo. También Singh y
col (2021), elaboraron galletas con frijol y garbanzo germinados, lo que
permiti6 mejorar la digestibilidad de proteina y carbohidratos, asimismo, una
mayor concentracion de aminoacidos esenciales.

Por otro lado, se han reportado muchos estudios sobre los beneficios
de germinar granos en presencia de Se. Granos como, maiz, soya, quinoa,
frijoles, garbanzo, entre otros, han demostrado tener habilidad para acumular
cantidades significativas de Se a través de la germinacion en presencia de
sales de Se (Liu y col. 2009; Serrano-Sandoval y col. 2019; Guardado-Feélix y
col. 2022). La germinacion en presencia de Na2SeOs ha demostrado tener
multiples beneficios en la obtencidon de compuestos que ayudan a mejorar la
salud, ejemplos de ello, es el incremento de la capacidad antioxidante de soya

germinada (Lazo-Vélez y col. 2018).
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En el caso de los alimentos enriqguecidos con Se, esta bien
documentado que estos alimentos mejoran sus propiedades antioxidantes,
por ejemplo, el arroz (Ei y col. 2020), la soya (Dai y col. 2020) y los granos de
garbanzo enriquecidos con Se (Serrano-Sandoval y col. 2019; Guardado-Félix
y col. 2019) tienen mayor poder antioxidante, antiinflamatorio y propiedades
anticancerigenas en comparacion con granos no enriquecidos con Se. Estos
hallazgos se han relacionado con una mayor concentracién de formas
organicas de Se, como la selenometionina y la selenocisteina, asi como con

la mejora de la biosintesis de compuestos fendlicos.

2 Garbanzo germinado con Se y propiedades saludables

Guardado-Félix y col (2017), investigaron la germinacién de garbanzo con
Na.SeOs sobre la actividad antioxidante de los compuestos generados
durante dicho proceso, ellos encontraron que el uso de esta sal durante el
remojo de los granos, presentd mejor actividad antioxidante que aquella que
no tuvo el tratamiento, esté efecto fue atribuido a un incremento de isoflavonas
(compuesto fendlico) en los granos germinados (Guardado-Félix y col. 2017).
Serrano-Sandoval y col (2019), demostraron que la germinacion de garbanzo
con Na2SeOs es capaz de aumentar el contenido de Se en los brotes de
garbanzo. La acumulacién de Se durante la germinacion, es capaz de
modificar el perfil proteico de los brotes, y permitié obtener una fraccién de
glutelinas con actividad antioxidante.

Hernandez-Grijalva y col (2022) estudiaron el efecto emulsificante de
las proteinas de garbanzo germinado con Na:SeOs. Se encontrd que las
fracciones de glutelina y albumina de garbanzo germinado con Se, tenian
mayor capacidad emulsificante en un 8.6% y 7.8%, respectivamente, que las
fracciones de proteina sin Se. Ademas, la fraccién de glutelina con Se
demostré tener mayor actividad antioxidante celular (11%) en comparacion
con la glutelina control. Este estudio demuestra que las proteinas del
garbanzo germinado con Se, tienen buena capacidad emulsificante, mismas

gue se pueden aprovechar para el desarrollo de alimentos funcionales.
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Guardado-Félix y col (2019), reportaron germinados de garbanzo
enriquecidos con Se con potencial de disminuir el crecimiento tumoral en
ratones. Reportan una dieta rica en Se (2.29 ug/ g dieta), con capacidad de
incrementar las actividades enzimaticas de GPX y TXNRD, mismas con
efectos quimiopreventivos por su proteccion antioxidante. Por otro lado, la
dieta rica en Se brindada a los ratones demostrd tener capacidad de
incrementar lipidos séricos como, colesterol, triglicéridos y colesterol LDL.
Todo ello demuestra que los germinados de garbanzo enriquecidos con Se
representan una excelente fuente de Se dietario, con potencial
guimiopreventivo y podria usarse en el tratamiento del CCR (Guardado-Félix
y col. 2019).

3 Importancia econdémicay en la nutricion humana del garbanzo

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una de las leguminosas mas producida a
nivel mundial, con aproximadamente 14,7 millones de toneladas (FAOSTAT,
2021). La India es el principal productor de garbanzo en el mundo, seguido
por Australia, Etiopia, Myanmar, México, Iran, y Estados Unidos (FAOSTAT,
2021). En México, esta leguminosa es principalmente producida por los
estados de Sinaloa, Michoacan, Sonora y Guanajuato. Ademas, Sinaloa es el
lider de la produccién de garbanzo (SAGARPA-SIAP 2021).

En cuanto al contenido nutricional, es una buena fuente de proteinas,
carbohidratos, fibra, vitaminas, minerales, oligosacéridos, isoflavonas, por lo
gue se considera un excelente alimento ademas que se ha reportado con
efectos protectores contra varias enfermedades (Gupta y col. 2016).

La proteina del garbanzo (17-22%) presenta una alta biodisponibilidad
y buena digestibilidad (48-89,01%) (Wang y col. 2010; Kou y col. 2013). Los
carbohidratos corresponden al componente mas abundante del garbanzo (62-
70%) y estan formados principalmente por oligosacaridos (a- galactésidos),
polisacaridos, como almidon (35% resistente y 65% disponible) y fibra
dietética (18-22%), de los cuales 4 a 8% es soluble y 10 a 18% insoluble
(Rachwat y col. 2015; Jukanti y col. 2012). Los lipidos se encuentran en

concentraciones bajas en el garbanzo (4-10%), sin embargo, posee acidos
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grasos insaturados, principalmente linoleico (54,7-56,2%), oleico (21,6-
22,2%), linolénico (0,5-0,9%).), palmitico (18,9-20,4%) y estearico (1,3-1,7%)
(Rachwaty col, 2015; Jukanti y col. 2012). Ademas, el garbanzo es una fuente
importante de vitaminas del complejo B y microelementos como Fe, Zn, Ca,
Mg, K, Cuy P (Rachwat y col. 2015; Jukanti y col. 2012).

Ademas, el garbanzo es rico en compuestos fendlicos, saponinas e
inhibidores de tripsina, los cuales brindas algunos beneficios a la salud.
(Faridy y col. 2020). Los principales fitoquimicos del garbanzo incluyen
flavonoides, carotenoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos (Kaur y col.
2021). Estos compuestos ejercen diferentes actividades biologicas, como
antioxidante, antifangico, antibacteriano, analgésico, enzima convertidora de
angiotensina | (ACE-I) inhibicion, hipocolesterolémico, anticancerigeno vy
antiinflamatorio (Faridy y col. 2020).

Chen y col (2014), reportaron isoflavonas de garbanzos germinados
(10 a 60 pg / mL) que inhibieron significativamente la proliferacion de células
de cancer de mama (SKBr3 y MCF-7), revelando tasas de inhibicién para
células SKBr3 de 36.1, 65.3 y 88.5% a las 24, 48 y 72 h, respectivamente;
para las células MCF-7, las tasas fueron de 36,5, 76,8 y 86,9% a las 24, 48 y
72 h, respectivamente.

Sanchez-Chino y col (2019), evaluaron una dieta con un 10% de
garbanzo cocido administrado a ratones con cancer de colon inducido con
azoximetano y dextrano sulfato sodico. Entre sus resultados, informaron que
el consumo de esta semilla inhibié el antigeno nuclear celular proliferante
(PCNA) y la expresion de la proteina Ki-67, ambos marcadores estan
involucrados en la proliferacion celular. Igualmente, Sanchez-Chino y col
(2017) demostraron que el consumo de garbanzo puede inhibir el cancer de
colon. Entre los mecanismos de proteccidbn que brinda el consumo de
garbanzo se destacé la inhibicion de la 6xido nitrico sintasa y COX-2, ambas
enzimas involucradas en procesos inflamatorios.

Cid-Gallegos y col (2020) evaluaron la actividad antioxidante de una
dieta con 20% de garbanzo cocido brindada a ratones BALB / ¢ con cancer de

colon inducido con azoximetano y sulfato de dextrano sodico. Marcadores
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relacionados con el estrés oxidativo, como Oxido nitrico, grupos carbonilo
oxidados y malondialdehido, disminuyeron en ratones alimentados con
garbanzo cocido en comparacién de aquellos que solo fueron alimentados con
una dieta estandar. Dicha actividad antioxidante se puede deber a uno o mas
compuestos en el alimento o al sinergismo, por ejemplo, compuestos
fendlicos, saponinas, péptidos bioactivos, fibra soluble e insoluble, entre
otros. Los autores mencionan que el garbanzo es una buena alternativa para

la quimioprevencion.

C MAIZ

1 Importancia econémicay en la nutricion humana del maiz

El maiz, es uno de los cereales mas importantes del mundo, brinda gran
aporte nutricional al organismo y es el cereal mas importante en México
(Agropecuarios, 2018). Los principales paises productores de maiz son
Estados Unidos, China y Brasil, encontrandose México en el sexto lugar de
los paises con mayor producciéon (FAOSTAT, 2021). En México, los
principales estados productores son Sinaloa, Jalisco y Guanajuato
(SAGARPA-SIAP, 2021).

El maiz (Zea mays L.) toma gran importancia en México, ya que se
encuentra dentro de los alimentos béasicos del pais. Una gran variedad de
platillos se basa en maiz o en sus productos procesados (harina y masas)
(Diaz-Montes y col. 2020). Sin embargo, la principal forma de consumo de
este cereal en nuestro pais es en tortilla, la cual es de suma importancia en la
dieta de los mexicanos, ya que se considera como un alimento base, y es
consumido por el 94% de la poblacion mexicana (Herrera-Sotero y col. 2017).
El consumo anual per capita de tortillas es cercano a los 75 kg equivalentes a
mas de siete tortillas por dia (Solano-Pérez 2018). El proceso tradicional para

elaborar tortillas consiste en la nixtamalizacion del maiz.
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2 Nixtamalizacion de maiz y tortilla

La nixtamalizacion es un tratamiento térmico alcalino, en donde el maiz se
somete a altas temperaturas en una solucion de agua e hidroxido de calcio.
Asimismo, este proceso brinda ciertas ventajas sobre el grano del maiz y en
las tortillas, ya que mejora su valor nutricional, sabor, aroma, entre algunos
otros (Serna-Saldivar, 2021).

El esquema de coccion con cal o nixtamalizacion consiste en cocer
primero los granos en cal de calidad alimentaria (hidréxido de calcio), seguido
de remojo en el agua de coccién durante 12 h y finalmente lavar los granos
cocidos con cal o nixtamal y prepararlos para la molienda. El procedimiento
de molienda produce una masa que luego se procesa en tortillas horneadas o
bocadillos fritos (chips de tortilla y maiz) (Serna-Saldivar 2021). El principal
inconveniente de este proceso es la generacion de grandes cantidades de
aguas residuales con alto pH y solidos tanto solubles como insolubles, el cual
es comunmente conocido como nejayote.

Existe evidencia de que el nejayote contribuye a la contaminacién del
agua y del medio ambiente debido a su alta demanda bioldgica y quimica del
oxigeno (Gutiérrez-Uribe y col. 2010). ElI nejayote estd compuesto
principalmente por pericarpio, compuestos solubles como proteinas,
polisacaridos, azucares, acidos feralico y p-cumarico (Contreras-Jacquez y
col. 2022). En el maiz, el acido ferulico (AF) es el acido fendlico presente en
mayor concentracion, formando acido ferulico deshidrodimeros, trimeros. y
tetrAmeros, los cuales se han vinculado con beneficios a la salud. Por otro
lado, Acosta-Estrada y col (2014) recuperaron solidos del nejayote, con alto
contenido de compuestos fendlicos, péptidos bioactivos y fibra y han sido
utilizados como ingredientes de alimentos funcionales.

Contreras-Jacquez y col (2022) desarrollaron un sistema de
membranas para separar compuestos del nejayote, tales como compuestos
fendlicos y azucares. Este sistema resulto eficaz para eliminar solidos del
nejayote de las aguas residuales, y asi poder reutilizar esta agua. Ademas,

resultdé ser una tecnologia adecuada para la separacion y recuperacion de
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compuestos fenodlicos (Contreras-Jacquez y col. 2022), mismos que se
podrian utilizar para enriquecer alimentos.

Acosta-Estrada y col (2014) desarrollaron un pan compuesto con 9%
de un aditivo alimentario el cual contenia 80% de sélidos de nejayote y 20%
de gluten. Este aditivo no afecté el rendimiento general de horneado ni la
calidad del pan, pero aument¢ la fibra dietética en un 54 % en el pan. Ademas,
el pan enriquecido contenia 745 veces mas contenido de AF, aumentando
hasta un 70% su capacidad antioxidante.

3 La tortilla como vehiculo para la fortificacibn de micro vy
macronutrientes.

Las tortillas son ricas en carbohidratos, proteinas y calcio (Ca) biodisponible,
el cual es considerado como uno de los minerales mas relevantes en la
nutricion humana (Serna-Saldivar, 2021).

Por su alto consumo, este alimento representa un excelente vehiculo
para el enriquecimiento de la dieta humana. En este sentido, se han propuesto
varios enfoques para su enriquecimiento como la suplementacion de macro y
micronutrientes como proteina, fibra, vitaminas del complejo B, hierro, zinc y
Se (Guardado-Félix y col. 2022) aumentando las propiedades saludables de
la tortilla y la ingesta dietética de estos nutrientes.

Previamente documentamos un proceso escalable, factible, sostenible
y asequible para producir tortillas de maiz enriquecidas con Se de alta calidad
(0.651 pg Se/g bs), a partir de granos de maiz remojados primero con una
solucion de Na2SeOs y luego germinados durante dos dias. El tiempo de
germinacion se seleccion6 con base en las caracteristicas de textura de la
tortilla (Guardado-Félix y col. 2022). Estas tortillas mostraron buena textura,
sabor y aceptabilidad general. Ademas, el tiempo de coccién de la
nixtamalizacion se redujo de 39.15 min a 8.42 min utilizando maiz germinado
en comparacion con sus homologos no germinados. El estudio concluy6 que
el consumo de 250 g de tortillas enriquecidas con Se (0.651 pg Se/g, bs)
proporciona el 100% de la recomendacién diaria recomendada de este

mineral esencial (Guardado-Félix y col. 2022).
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D AMARANTO

1 Importancia econdémicay en la nutricion humana del amaranto
Dentro de los principales paises productores de amaranto estan China, India,
Perd y México (FAOSTAT, 2021). Los principales estados productores de
amaranto en México son Puebla y Tlaxcala (SAGARPA-SIAP, 2021).

El amaranto es un pseudocereal, los cuales son granos dicotiledéneos
sin gluten y se consideran un sustituto de los cereales verdaderos (Thakur y
col. 2021). Este pseudocereal, tiene una destacada composicion nutricional
que incluye un alto contenido de proteina (12%-17%), ademas es rica en
aminoacidos azufrados (Marquez-Molina y Lopez-Martinez, 2020). Por otro
lado, tiene un alto contenido de aceite (6%-10%) (Bodroza-Solarov y col.
2022). En cuanto al contenido de vitaminas, este se limita a la presencia de
B1, B2, B3y E. Mientras que, en el contenido de minerales, es una excelente
fuente de fésforo, calcio y hierro (Schmidt y col. 2021). También contiene
fitoquimicos con alta actividad antioxidante, de los cuales los mas abundantes
son el acido ferdulico, y la quercetina (Soriano-Garcia y Aguirre-Diaz, 2020).
Por su gran aporte nutricional, el amaranto se ha vinculado con muchos
beneficios a la salud, tales como potencial antioxidante, hipocolesterolémico,
antiinflamatorio, cardioprotectores, antidiabéticos, entre otros (Peter y Gandhi,
2017; Bodroza-Solarov y col. 2022).

Debido a su alto contenido de almidén, el amaranto se puede utilizar
como otros cereales para la preparacion de productos alimenticios de valor
agregado (Thakur y col. 2021). Se ha demostrado que la harina de
pseudocereales puede ser reemplazada por la de cereal para la preparaciéon
de productos alimenticios funcionales y sin gluten (Thakur y col. 2021).

La incorporacion del amaranto en alimentos basicos como productos
de panaderia, galletas, pasta y/o extruidos podria ser una estrategia para la
produccion de alimentos funcionales (Bodroza-Solarov y col. 2022). Tobias-
Espinoza y col (2019), desarrollaron extruidos con mezclas de amaranto
(18.7%—229%), linaza (8.6%—9.3 %) y sémola de maiz (63.8%—67.3%) con
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buenas propiedades fisicoquimicas y con alto contenido de proteinas (>12%)
y alto contenido de fibra. De igual manera, Castellanos-Gallo y col (2019),
elaboraron snacks con harina de amaranto (60%) y almidén de arroz (40%)
con alto contenido de proteinas (10%) en comparacion con snacks

comerciales.

E OMEGA 3

Los omega-3 son acidos grasos poliinsaturados (PUFA) con méas de un doble
enlace en su cadena (Gammone y col. 2018). Entre los acidos grasos
poliinsaturados omega-3 (PUFA), el &cido eicosapentaenoico (EPA, C20:5) y
el acido docosahexaenoico (DHA, C22:6) son las dos formas bioactivas
principales en humanos. Estos acidos grasos se pueden sintetizar a partir del
precursor, el acido a-linolénico (ALA, C18:3). Sin embargo, la ruta de sintesis
requiere varias reacciones quimicas de elongacién y desaturacion, por lo que
la conversion de las dos formas activas en los mamiferos es menos eficiente
que la ingesta dietética. Por este motivo, se recomienda el consumo de
alimentos con alto contenido en EPA y DHA (Costantini y col. 2017), como el
arenque, salmon, la caballa y la sardina y el aceite de krill (Saini y col. 2018).
Sin embargo, el consumo de estos alimentos suele ser muy bajo, el EPA y el
DHA se pueden encontrar como suplementos nutricionales (Costantini y col.
2017).

1 Omega 3 en la nutricion y desarrollo infantil

Los acidos grasos omega 3, son importantes a lo largo de la vida. Sin
embargo, estos acidos grasos son de suma importancia durante la infancia
para tener un adecuado desarrollo y funcion cerebral (Roach y col. 2021). El
EPA tiene propiedades antiinflamatorias y vasodilatadoras, reducen la
coagulacion de la sangre y aumentan el flujo sanguineo. Este acido graso es
beneficioso para el cerebro ya que por la mejora de su flujo sanguineo y la
integridad de la barrera hematoencefalica (Roach y col. 2021). Por otro lado,

El DHA, es esencial en el desarrollo del cerebro, desarrollo visual y neuronal
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en la vida temprana (Djuricic y Calder, 2021). EIl DHA es un componente
estructural de las células, en especial, se concentra en las células del sistema
nervioso central, y particularmente, es un &cido graso importante en el cerebro
(Gould y col. 2021).

Se ha reportado que la baja ingesta de los PUFA puede tener
implicaciones en el comportamiento (Sinn, 2008). Los niveles bajos de PUFA
en eritrocitos se han asociado con el trastorno por déficit por atencion con
hiperactividad (Bos y col. 2015). La ingesta suficiente de PUFA puede ser
importante para apoyar el desarrollo de procesos conductuales/cognitivos.
Previamente se ha reportado que la suplementacion con PUFA ha resultado
beneficioso para la memoria de trabajo, la cognicion, la falta de atencion y la
hiperactividad en nifios con déficit de atencion (Widenhorn-Mdiller y col. 2014).
Ademas, la ingesta de DHA podria reducir el riesgo de depresién, trastorno

de bipolaridad y trastornos del estado de animo (Cardoso y col. 2018).

2 Alimentos enriquecidos con Omega 3

Algunos investigadores han buscado desarrollar alimentos enriquecidos con
omega 3, como Alvarez y Lamas (2021) desarrollaron galletas con soya y
arroz y enriquecidas con aceite de pescado encapsulado, rico en omega 3.
Las galletas mostraron tener alto contenido de proteina (17%) y buena
aceptabilidad, ademas se obtuvieron altas concentraciones de EPA y DHA.
Benkhoud y col (2021) enriquecieron chips de trigo con alcachofa y aceite de
pescado rico en omega 3. Este producto mejoro el perfil lipidico de los chips,
al tener alto contenido de acido linoleico, acido linolénico, EPAy DHA, ademas
su consumo en ratones con diabetes inducida (150 g/kg bs) redujo los niveles

de triglicéridos y colesterol total.
F BOTANAS EXTRUIDAS
La industria alimentaria se ha enfocado en desarrollar snacks con alto valor

nutricional, es decir, con aporte adecuado de proteinas, fibra y compuestos

bioactivos. Sin embargo, para llevar a cabo este objetivo, es necesario la
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modificacion de los snacks, y adicionar nutrientes utilizando procesos
convencionales de producciéon y, al mismo tiempo, lograr propiedades
sensoriales atractivas, lo cual podria representar un gran desafio
(Castellanos-Gallo y col. 2019). Una de las alternativas para la elaboraciéon de
shacks es la extrusion y ha sido utilizada para la incorporacion de ingredientes

en productos procesados (Tobias-Espinoza y col. 2019).

1 Extrusiéon como método para incrementar la biodisponibilidad de
nutrientes

La coccion por extrusion es un proceso de altas temperaturas por un corto
periodo de tiempo en donde el alimento esta sujeto a temperatura, fuerzas de
cizallamiento y compresion (Pasqualeno y col. 2020). Los principales efectos
bioquimicos que provoca este proceso es la gelatinizacién del almidon, la
desnaturalizacion de proteinas, la degradacion de fibras, la formacion de
complejos de amilosa-lipidos, reaccion de Maillard, desactivacion parcial o
completa de enzimas, desnaturalizacion de vitaminas e inactivacion de
factores anti nutricionales (Offiah y col. 2019; Ganjyal, 2020).

La gelatinizacion del almidén puede causar cierta degradacion e influir
en la digestibilidad del producto (Offiah y col. 2019). La funcionalidad del
almidon puede influir en la humedad, la viscosidad, la textura o la consistencia
y la vida util del producto final (Offiah y col. 2019). Por otro lado, las proteinas
sufren varios cambios durante la extrusion, siendo la desnaturalizacion la méas
importante (Steel y col. 2012). La desnaturalizacién origina menor solubilidad
de las proteinas y mejora de la digestibilidad proteica (Steel y col. 2012). Los
lipidos forman complejos de amilosa-lipido durante el proceso de extrusion, lo
cual modifica las propiedades fisicoquimicas de los productos, incluida la
expansion, la densidad aparente y el indice de solubilidad en agua (Offiah y
col. 2019). La formacion de dichos complejos depende de la naturaleza del
almiddn y los lipidos presentes en la formulacion. Los niveles de lipidos por
arriba del 5% pueden reducir significativamente la expansion del producto,

especialmente por la gelatinizacion del almidén, mientras que, niveles por
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debajo del 3% pueden no afectar la expansion considerablemente (Steel y col.
2012).

El proceso de extrusién se ha reportado como eficaz para reducir los
niveles de factores anti nutricionales, tales como, acido fitico, inhibidores de
tripsina y taninos (Rathod y Annapure, 2016). Esto podria ser beneficioso, ya
gue puede mejorar la absorcion de minerales (Steel y col. 2012). El contenido
de vitaminas puede verse afectado por las altas temperaturas durante el
proceso (Offiah y col. 2019).

2 Botanas extruidas en el mercado

Actualmente una larga variedad de cereales de desayuno y alimentos
instantaneos son elaborados con esta tecnologia (Shevkani y col. 2019),
mismos que han tomado mucha importancia en la sociedad ya que brindan
saciedad momentanea (Rivera-Mirén y col. 2020). Los alimentos mas
utilizados para la extrusion son granos de cereales los cuales tienen un alto
contenido de almidén (Shevkani y col. 2019), el cual es necesario para lograr
un producto con buena aceptacién (Rivera-Mirén y col. 2020). Sin embargo,
recientemente se han buscado alternativas para incrementar el valor
nutricional de los productos extruidos y se han producido botanas con
leguminosas afiadidas (Alemayehu y col. 2019; Costantini y col. 2021). La
adicién de harinas de leguminosas puede mejorar el valor nutricional de los
productos extruidos por su contenido de aminoacidos esenciales, fibra,
proteinas y micronutrientes (Shevkani y col. 2019). Ademas, la extrusion es
una técnica de coccion que reduce los niveles de antinutrientes de las
leguminosas, como taninos, acido fitico, inhibidores de tripsina, etc. Asi como
también, es capaz de incrementar la digestibilidad de almidén y proteinas
(Pasqualone y col. 2020).

La mayoria de las botanas en el mercado estan hechas de maiz y/o
trigo, ambos ricos en almidén, y con alto contenido en azlcares para
incrementar la palatabilidad. Asimismo, estas botanas son pobres a nivel
nutricional, con alto contenido en carbohidratos, bajo contenido de proteinas

y fibra. De acuerdo con la ENSANUT (2020), el consumo de alimentos
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procesados, como botanas saladas, galletas, cereales de caja en nifios se ha
incrementado recientemente. Es por ello por lo que multiples investigaciones
(Shevkani y col. 2019; Altaf y col. 2020; Rivera-Mir6én y col. 2020) se han
enfocado en desarrollar botanas con gran aporte nutricional y propiedades
nutracéuticas. En este sentido es importante brindar a los nifios un alimento
que les aporte proteinas de alto valor bioldgico, fibra, vitaminas, minerales y
acidos grasos esenciales, como son los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
omega 3, DHA y EPA.

29



IV OBJETIVO GENERAL

A OBJETIVOS GENERAL

Obtener alimentos funcionales a partir de maiz y garbanzo germinado con Se

y evaluar sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas

en modelos in vitro e in vivo.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

Etapa 1

1.

Obtener tortillas, nixtamal, y nejayote a partir de: 1) maiz sin germinar, 2)
maiz germinado con Se y 3) maiz germinado sin Se.

Evaluar el perfil de minerales y contenido de Se en las muestras de maiz
sin germinar y maiz germinado con y sin Se, asi como en sus
correspondientes productos: nixtamal, tortilla y nejayote.

Evaluar el contenido de acido ferdlico libre y ligado en las muestras de
maiz sin germinar y maiz germinado con y sin Se, asi como en sus
correspondientes productos: nixtamal, tortilla y nejayote.

Evaluar la actividad antioxidante celular en lineas Caco-2 de digeridos de
las muestras de maiz sin germinar y maiz germinado con y sin Se, asi
como en sus correspondientes productos: nixtamal, tortilla y nejayote.
Evaluar la actividad antiinflamatoria en células RAW 264.7 de digeridos de
las muestras de maiz sin germinar y maiz germinado con y sin Se, asi

como en sus correspondientes productos: nixtamal, tortilla y nejayote.

Etapa 2

1. Validar en un sistema in vivo el potencial anticancerigeno de una dieta con

niveles supra nutricionales de Se contenido en harinas de garbanzo
germinado en combinacién con diferentes dosis de 5-FU a través del

monitoreo del crecimiento tumoral usando un sistema iBOXScientia.
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2. Evaluar el perfil lipidico en plasma sanguineo (Triglicéridos, colesterol,
colesterol-LDL y colesterol-HDL).

3. Evaluar la actividad enzimética de glutation peroxidasa (GPX) y la
tiorredoxina reductasa (TXNRD) en tejido hepético.

Etapa 3

1. Obtener botanas extruidas de harina de garbanzo germinado con Se,
suplementada con harina de amaranto y omega 3.

2. Determinar la composicion quimica (proteina, lipidos, cenizas, humedad y

carbohidratos) de las harinas de garbanzo germinado cony sin Se y de las

botanas obtenidas con el proceso de extrusion.

3. Determinar el contenido de Se en las botanas extruidas.

4. Evaluar la digestibilidad de proteina in vitro de las botanas extruidas.

5. Evaluar el perfil de &cidos grasos presentes en las botanas.
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V MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron granos de maiz (Zea mays L.) blanco Sinaloa, granos de
garbanzo Kabuli (Cicer arietinum L.) blanco Sinaloa y semillas de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus). Todos los granos se limpiaron manualmente
para eliminar impurezas, incluyendo dafos quebrados y dafiados. Una vez

limpios, los granos se almacenaron a -20°C para su posterior uso.

B PRODUCCION DE TORTILLA ENRIQUECIDA CON SELENIO

1 Germinacion de maiz

Los granos de maiz se lavaron y desinfectaron para su posterior germinacion
a nivel industrial en la planta de alimentos, Alimentos Lee™®© (Apodaca,
Nuevo Ledn, México). Los granos de maiz se hidrataron en una solucion con
Na2SeOs (0 o0 50 mg Na2SeOs/L) por 8 h. Posteriormente, los granos fueron
germinados durante 48 h a 22 °C + 1°C y 80% de humedad relativa.
Inmediatamente después de la germinacion, los granos de maiz germinadas

fueron nixtamalizadas.

2 Nixtamalizacién y produccién de tortilla

El proceso de produccion de tortilla se muestra en la Figura 2. Los granos de
maiz sin germinar y las germinadas con y sin Se se nixtamalizaron de acuerdo
con la metodologia reportada por Guardado-Félix y col (2022). Se prepar6 una
solucion de 9 L de agua y 1% de cal (30 g de hidréxido de calcio) para llevar
a cabo la nixtamalizacion de tres kg de maiz sin germinar y de maiz germinado
cony sin Se. El tiempo de nixtamalizacion del maiz sin germinar fue de 39.15

min a 95°C, mientras que los granos germinadas con y sin Se
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Figura 2. Proceso de elaboracion de tortilla de diferentes tratamientos.
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el tiempo de coccién fue de 8.42 min a 95°C. Después del cocimiento, todos
los tratamientos se dejaron reposar por 16 h en la solucion alcalina para
obtener el nixtamal con aproximadamente 50% de humedad. El nixtamal
obtenido fue lavado con agua tres veces. El agua de coccién conocida como
nejayote fue recolectada para futuros analisis.

El nixtamal de todos los tratamientos fue molido en un molino de
piedras para obtener la masa y posteriormente hacer las tortillas siguiendo la
metodologia descrita por Espinosa-Ramirez y col (2016). Se obtuvieron
tortillas de maiz sin germinar, maiz germinado sin Se y de maiz germinado
con Se. Muestras de nixtamal y de tortillas de los tres tratamientos (maiz
crudo, maiz germinado con y sin Se) fueron secadas (Cabelas, Manitoba,
Canadd) a 55 °C por 12 h para futuros andlisis. Las muestras de nejayote
fueron congeladas a 80°C vy liofilizadas durante 72 h a -50 °C, y 0.036 mar
(LABCONCO, Kansas City, Missouri). Todas las muestras fueron molidas en
un molino para café (Hamilton Beach, Richmond, Virginia), y almacenadas en
bolsas de plastico a -20°C. Se determiné la humedad de todas las muestras

para expresar los resultados en base seca (bs).

3 Determinacion de minerales

El contenido de minerales se determiné siguiendo lo reportado por Guardado-
Félix y col (2017). La digestidn acida se realiz6é en un sistema de microondas,
se mezcl6 0.2 g de muestra con 4 mL de HNO3 77% (SCP science, Montréal,
QC, Canada). La mezcla resultante fue digerida en un sistema de microondas
cerrado (Mars 5 CEM, Matthews, NC, USA), con el siguiente programa: rampa
de 15 min de temperatura ambiente a 180°C; se mantuvo a 180°C por 10 min,
posteriormente la temperatura bajé a 50°C en 20 min. Después de la digestion,
las muestras se ajustaron a 25 mL con agua desionizada doblemente, y
pasados a viales de 20 mL para su almacenamiento a 4°C hasta sus analisis.
El contenido de minerales después de la digestion acida se midié usando
Xseries 2 acoplado por induccién a un espectrofotdmetro de plasma (ICP/MS)
(Thermo scientific, Waltham, MA, USA) con un nebulizador concéntrico de
vidrio tipo C (Meinhard, Golden, CO, USA). Para prevenir posibles
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interferencias, se uso helio con 7% hidrogeno, y como estandares internos se
usaron Ho y Th. La intensidad del ion a una m/z 82 (82Se) fue monitoreada
usando un software de analisis. El contenido de sodio (Na), hierro (Fe), potasio
(K), zinc (Zn), calcio (Ca), magnesio (Mg), manganeso (Mn), cobre (Cu),
cromo (Cr), niquel (Ni), cobalto (Co), mercurio (Hg), plomo (Pb), cadmio (Cd)

y Se se expresé como ug/g de muestra en bs.

4 Extraccion de compuestos fendlicos libres y ligados
La extraccion de los compuestos fendlicos se realiz6 siguiendo la metodologia
por Adom y Liu (2002) con algunas modificaciones. Para obtener los
compuestos libres, 1 g de harina de todas las muestras se mezclé con 10 mL
de etanol: agua (80:20 v/v) y se agité (250 rpm) por 10 min. Posteriormente
las muestras se centrifugaron a 3000 g por 10 min a 4°C, el sobrenadante se
recupero al ser la fraccion con los compuestos fendlicos libres, mientras que
el pellet se utilizé para obtener los compuestos fendlicos ligados. La extraccion
se repitid una vez mas. Los sobrenadantes se evaporaron (Genevac Rocket,
Warminster, Pennsylvania) a 40°C por 7 h y almacenados a -20°C.
Subsecuentemente, el pellet obtenido se resuspendié en 20 mL de 2 M
NaOH para la extraccion de compuestos ligados. Las muestras se hidrolizaron
en constante agitacion a 250 rpm por 60 min a 25 °C. Posteriormente las
muestras se acidificaron (pH 2) con HCI y centrifugaron a 3000 g por 10 min
a 4°C. El pellet resultante se removié mientras que el sobrenadante se
recolect6 y se desgraso con hexano (1:1 v/v). Para remover el hexano las
muestras fueron centrifugadas a 3000 g por 10 min a 4 °C. La solucion
desgrasada se mezclo con 10 mL de acetato de etilo (1:2 v/v) y centrifugo a
las mismas condiciones, se recupero el sobrenadante y la extraccion se repitié
cuatro veces mas, se obtuvo un pool de sobrenadante. Las fracciones

recuperadas fueron evaporadas y almacenadas a -20°C.
5 Cuantificacion de acido ferulico por HPLC

Los extractos con compuestos libres y ligados se reconstituyeron en metanol:
agua (50:50 v/v) para cuantificar acido ferulico por HPLC-UV (Agilent 1100,
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Santa Clara, California) equipado con una columna de fase reversa Zorbax
SB-AqQ, 4.6 mm ID x 150 mm (3.5 pm). La medicion se hizo a 320 nm para
obtener los cromatogramas y se integraron por el Software HP-Agilent. La
identificacion de los picos de acido ferulico se baso en el tiempo de retencion
del estandar de AF (Sigma—Aldrich, St. Louis, Missouri). Los resultados se

expresaron como mg de AF/100 g bs.

6 Simulacion de digestion gastrointestinal in vitro

La fase oral se realizé con 5 g de muestra y se mezclé con una solucion de a-
amilasa (1500 U mL™) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) por 2 min a 37°C
en agitacion constante (200 rpm). Posteriormente, para la fase géstrica, se
ajusté el pH a 3.0 con 1 M HCI y se agregd pepsina (25000 U mL™). Las
muestras se incubaron por 2 h a 37°C y se mantuvieron en agitacion constante
(200 rpm). Finalmente, para la fase intestinal, el pH de la muestra se ajusto a
7.0y se le agreg6 pancreatina (3 mg/mL) y sales biliares (8 mg/mL), se agitd
por 2 h (200 rpm) a 37°C. Después de la simulacion intestinal, las muestras
se centrifugaron a 4500 g por 10 min a 4 °C para obtener el sobrenadante, los

cuales fueron congelados vy liofilizados para futuros andlisis.

7 Actividad antioxidante celular (AAC)

El ensayo AAC se realiz6 siguiendo lo reportado por Lépez-Barrios y col
(2016). La concentracién de las muestras se eligié de acuerdo con ensayos
previos de citotoxicidad con una viabilidad por arriba de 95%. Para determinar
la AAC, los extractos liofilizados (100 pg/mL) resultantes de la simulacion
gastrointestinal se evaluaron en células Caco-2. Los resultados se expresaron
como porcentaje de AAC (%AAC).

8 Actividad antiinflamatoria in vitro
El potencial antiinflamatorio se evalué de acuerdo con Lépez-Barrios y col
(2016). Los extractos liofilizados (50 pg/mL) obtenidos después de la

simulacién gastrointestinal se evaluaron en células RAW 264.7. Los
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resultados se expresaron como porcentaje (%) de inhibicion de la produccion
de Oxido nitrico (ON).

9 Anélisis estadistico

Las variables independientes en este estudio fueron el proceso de
germinacion y la concentraciéon de Se (0 y 50 mg Na2SeOs/L (1:3 p/v)), las
variables dependientes fueron minerales, contenido de AF, %AAC vy
%inhibicion del ON. Los datos se sometieron a un analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey con un 95% de
confianza, se utilizo el software JMP 13 del instituto SAS (Cary, Carolina del
Norte). Los datos se reportaron como medias + desviaciones estandar de tres

réplicas.

Etapa 2
C PRODUCCION DE HARINA DE GARBANZO GERMINADO

1 Germinacion

Los granos de garbanzo (Cicer arietinum L.) fueron germinadas en Alimentos
Lee, empresa en Apodaca, Nuevo Ledn, México. Se utilizaron 10 kg de
garbanzo blanco Sinaloa, tipo Kabuli, los cuales fueron hidratados por 6 h con
30 L de agua y 1.44 g Na2SeOs. La germinacion se llevé a cabo por 48 h bajo
las condiciones de la empresa. Una vez germinado, el garbanzo fue secado a
50°C/ 8 h y posteriormente se moli6 para obtener harina de garbanzo

germinado con Se.

2 Determinacion total de Se

La concentracion total de Se en las harinas garbanzo germinado se determiné
siguiendo lo reportado por Guardado-Félix y col (2017), descrito en el
apartado V.B.3.
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D ENSAYO IN VIVO

1 Cultivo celular

Células HT-29-RFP de adenocarcinoma colorrectal, fueron mantenidas en
medio McCoy (Gibco, Grand Island, NY), suplementadas con 10% de suero
bovino fetal, 100 U/mL de streptomicina y 100 U/mL de penicilina e incubadas
a 37°C en una atmésfera que contuvo 5 % CO2. Las células fueron

subcultivadas cuando mostraron 90% de confluencia.

2 Preparacion de las dietas para el estudio in vivo

Las dietas fueron formuladas con base a los requerimientos establecidos por
el Instituto Americano de Nutricion para roedores de laboratorio (Dieta AIN-
93). Las dietas experimentales fueron 3, la dieta estandar, AIN-93G,
considerada como control y dos a partir de harinas de garbanzo germinado en
presencia de Na.SeOs y sin presencia de Na:SeOs. La dieta AIN-93G se
formul6 de acuerdo con los estandares descritos por el American Institute of
Nutrition, descritos en el Cuadro 2. Para las dietas a base de harina de
garbanzo germinado con y sin Na2SeOs, se utilizaron en un 30% de harina y
el resto fue ajustado de acuerdo con la composicion de la dieta AIN-93G. Los
pellets fueron preparados manualmente, secados a 50°C por 6 horas y
esterilizados a 121°C por 7 min.
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Cuadro 2. Composicion de las dietas experimentales

Dietas experimentales

Control Germinado sin  Germinado con

(AIN-93G) Se Se
Ingredientes g bs /100 g dieta
Harina de garbanzo 0 30 30
germinado
Almidon? 39.7 20.95 20.95
Caseina? 20.0 11.8 11.8
Maltodextrina® 13.2 13.2 13.2
Sacarosa* 10.0 10 10
Celulosa® 5.0 4.04 4.04
Aceite® 7.0 4.9 4.9
Minerales’ 3.5 3.5 0
Minerales libres de Se® 0 0 3.5
Vitaminas?® 1.0 1.0 1.0
L-cysteinal® 0.3 0.3 0.3
Bitartrato de colina®! 0.25 0.25 0.25
Terbutil Hidroguinona'? 0.0014 0.0014 0.0014
Total Se pg/g dieta 0.15 0.15 2

PESO SeCOo

1: Almidén PF1; 2: Caseina purificada; 3: Maltodextrina; 4: AzGcar Zulca; 5:
Celulosa micro-cristalina; 6: Aceite de soya Nutrioli; 7: Mezcla de minerales
AIN-76; 8: Mezcla de minerales libre de Se AIN-76; 9: Mezcla de vitaminas
AIN-76; 10: L-Cisteina; 11: Colina birtartrato; 12: t-Butylhydroquinona.
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3 Modelo animal xenoinjertado con células de cancer de colon
El protocolo animal fue aprobado por el Comité Institucional para la Seguridad
y Uso de Animales de Laboratorio de la Escuela de Medicina ITESM (folio
2020-002). Noventa y seis ratones macho inmunocomprometidos Nu / Nu, de
edad de 6-8 semanas y peso de 19.9-22.5 g (UPEAL- CINVESTAYV), se
mantuvieron en condiciones libres de patégenos en cajas de vinil
condicionadas con filtros de aire, con temperatura de 23 + 1 °C, con ciclo de
12 h de luz y oscuridad. Los ratones fueron aclimatados por dos semanas,
durante este periodo los ratones fueron alimentados con pellets comprimidos
de dieta estandar AIN-93G. Durante todo el experimento los ratones fueron
mantenidos con agua conteniendo sulfamethoxazole y trimethoprima
(Bactrim) (Roche, México) a una concentracion de 1 mg/mL y 0.2 mg/mL
respectivamente. Después de la aclimatacion los ratones fueron
aleatoriamente divididos en 7 grupos (n=11), descritos en el Cuadro 3 y
asignados a cada una de las dietas experimentales descritas en el Cuadro 2.
La estrategia experimental del protocolo in vivo se demuestra en la Figura 3.
Las dietas fueron provistas durante 63 dias. Una vez por semana se
registro el peso de los ratones y el alimento consumido. Se proporciono 50 g
de alimento por semana a cada raton y se cuantificé la cantidad de alimento
consumido. Las dietas y el agua fueron cambiadas semanalmente. Ambas
fueron esterilizadas y cuidadosamente colocadas en las cajas previamente
esterilizadas. Las cajas (19x29x12 cm), asi como la dieta AIN-93G, cama,
agua y bebederos fueron esterilizados en conjunto en autoclave bajo las
siguientes condiciones: 121°C, 15 psi, 15 min. Una vez esterilizadas, se
mantuvieron con doble barrera. Los ratones se mantuvieron en condiciones
de esterilidad en todo momento. Para el cambio de cajas, se conté con una
caja estéril en la campana de recambio, previamente esterilizada. Al momento
de manipular los ratones inmunodeficientes Nu / Nu el investigador porto
gorra, cubrebocas, guantes, cubre zapatos y bata desechable en cada

momento, mientras se encontraba dentro del cuarto limpio.
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Cuadro 3. Tratamientos disefiados para estudiar la combinacion de 5-FU con
Se contenido en harinas garbanzo germinado en animales
inmunocomprometidos con xenoinjertos de cancer de colon. (n=11).

Quimioterapéutico Selenio total

Grupo 5-FU mg/kg peso (Mg/g dieta en Dieta
corporal base seca)

No-xenoinjertado 0 0.14 AIN-93G
Xenoinjertado 0 0.14 AIN-93G
Xenoinjertado 15 0.14 AIN-93G
Xenoinjertado 30 0.14 AIN-93G
Xenoinjertado 60 0.14 AIN-93G
Xenoinjertado 15 0.14 Harina de garbanzo

germinado sin Se

Xenoinjertado 15 2.0 Harina de garbanzo
germinado selenizado

Xenoinjertado 30 2.0 Harina de garbanzo
germinado selenizado
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Figura 3. Estrategia experimental del protocolo in vivo.
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a Bienestar animal
El bienestar animal se consigui6 mediante el cumplimiento de los
requerimientos fisioldgicos (cajay cama adecuada, agua y alimento ad libitum)
y psicologicos (enriquecimiento ambiental: tineles y/o columpios) para que el
ratdn tuviera una optima calidad de vida durante el estudio. Ademas de dichos
cuidados, si el animal presento anormalidades se determiné el punto final
humanitario para evitar el sufrimiento, dolor y/o agobio del animal. Dichas
anormalidades se detectaron por medio de los cambios de comportamiento
del animal, asi como también, cambios en los ojos, orejas, nariz, vibrisas y
mejillas, tomando como referencia el cédigo de las expresiones faciales de
dolor en el ratén de laboratorio (Langford y col. 2010). Ademas, se tuvo en
consideracion los parametros fisioldgicos como temperatura corporal (35-39
°C), tipo de heces, respiracion (84-280/min) y una pérdida de peso (= al 20%

en un periodo de 2 semanas) en la estacion fisioldgica.

b Inoculacién de células de cancer de colon HT-29 RFP
Después de 21 dias de alimentacion con las dietas experimentales, los
ratones fueron inoculados o xenoinjertados por inyeccion subcutédnea en la
parte dorsal con 1x10° células fluorescentes HT-29 RFP suspendidas en 200
uL de medio McCoy (Gibco, Grand Island, NY) (Figura 4a). Se tomo al raton
y se colocé sobre la rejilla, se levanté la piel y se insert6 la aguja, con cuidado
de no inocular en capas inferiores a la piel. Se inyecto el volumen lentamente,

al finalizar, se retir6 la aguja y se presiond la piel para evitar la salida de fluidos.

c Monitorizacion del crecimiento tumoral
Siete dias después de la inoculacién, la velocidad de crecimiento tumoral fue
monitoreado cada cuatro dias usando un sistema de imagenes de animales
iIBOXScientia (UVP LLC, Upland, CA, USA) el cual, mide un area relativa del

crecimiento
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Figura 4. A) Inoculacion de células HT-29 RFP en ratones
inmunocomprometidos Nu/Nu. B) Quimioterapia con 5-FU.
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tumoral usando el software ImageJ. Las células HT-29 RFP (Red Fluorescent
Protein) emitiran fluorescencia a través de la proteina rojo fluorescente, lo que
permite observar su crecimiento y proliferacion. Los ratones fueron
anestesiados con sevofluorano (Induccion 3.5%; Mantenimiento 3%) para

permitir la lectura dentro del equipo iBOXScientia.

d Modelado del crecimiento tumoral
Los datos del volumen del tumor se utilizaron para modelar el crecimiento
tumoral ajustando los valores a la funciéon de Gompertz en Python Software®.

la funcidn contiene cuatro parametros, y el modelo se puede expresar como:

Donde, A es la asintota superior, B la asintota inferior, kG el coeficiente de la
tasa de crecimiento, Ti un parametro que desplaza la curva de crecimiento
horizontalmente llamado punto de inflexion. Cada unidad experimental fue
modelada y los parametros A, kG y Ti fueron obtenidos individualmente, y las
medias y desviaciones estandar se calcularon con aquellos que estaban en el

rango de tiempo de observacion.

e Quimioterapia con 5-Fluorouracilo
Los grupos con tratamiento con 5-FU después de dos semanas de ser
inoculados, fueron inyectados con 5-FU en una solucion salina fisioldgica,
intraperitonealmente (Figura 4b) durante las semanas 7, 8, 9 y 10 (cada 7

dias) con dosis de 15, 30 o0 60 mg/kg de peso corporal.

f Eutanasia
Los animales fueron sacrificados después de 42 dias de la inoculaciéon de las
células cancerigenas. Todos los animales se anestesiaron con sevofluorano
y sacrificados por puncion cardiaca para recolectar la mayor cantidad de
sangre. La sangre se recolectd en tubos conteniendo K2EDTA como
anticoagulante. La sangre se centrifugdé a 3000 rpm / 15 min a 20°C para
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obtener el sobrenadante (suero) e inmediatamente se almaceno a -4°C para

posteriores analisis.

4 Parametros bioquimicos
La concentracion de triglicéridos en plasma, colesterol total, colesterol-LDL y
colesterol-HDL fueron analizados con el equipo Cobas 111 (Roche, Basilea,

Switzerland).

5 Determinacién de las actividades de GPXy TXNRD
Las actividades de GPX y TXNRD fueron medidas con los kits GPx MTP
(ALPCO, Bensheim, Germany) y TXNRD colorimétrico (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI), respectivamente. Los reactivos requeridos fueron
preparados de acuerdo con el manual proporcionado por los kits. Se cuantifico
el contenido de proteina por el método BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL)
de acuerdo con las instrucciones proporcionadas. Las unidades de actividad
enzimatica de GPX fueron definidas como la actividad que causa la formacion
de 1 mmol de NADPH+ de NADPH por min a pH 8 y 25 °C en una reaccion
acoplada en presencia de glutation reducida, glutation reductasa y ter-butil
hidroperdxido.

Las unidades enzimaticas de TXNRD fueron definidas como la
produccion de NADPH-dependientes de 2 umol de 2-nitro-5thiobenzoato por
min a 22°C. Ambas actividades enzimaticas fueron expresadas como

miligramos de proteina contenida en el sobrenadante.

6 Analisis estadisticos

Todas las mediciones fueron hechas en las 11 observaciones de cada
tratamiento (n=11) y los resultados fueron expresados como promedio * error
estandar (ES). Los analisis estadisticos fueron realizados por el software JMP-
version 12 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). Los datos fueron analizados
por un ANOVA y comparacién de medias con la prueba Tukey con un nivel de

significancia de p<0.05.
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Etapa 3
E BOTANAS DE AMARANTO Y GARBANZO GERMINADO CON SELENIO
ENRIQUECIDAS CON OMEGA 3

1 Germinacion de garbanzo

Los granos de garbanzo (Cicer arietinum L.) fueron germinados en la empresa
Alimentos Lee, ubicada en el municipio de Apodaca, Nuevo Ledn, México. Se
utilizaron 6 kg de garbanzo blanco Sinaloa, tipo Kabuli, los cuales fueron
hidratados en una solucién con Na2SeOs (0 6 94 mg Na2SeOs/L) por 6 h con
18 L de agua. La germinacion se llevo a cabo por 48 h bajo las condiciones
de la empresa. Una vez germinado, el garbanzo fue secado a 50°C/ 8 h'y
posteriormente fue molido para la obtencion de harina de garbanzo germinado

con Se.

2 Acondicionamiento de harinas

Se realizaron 6 tratamientos para elaborar las botanas enriquecidas con
omega 3 (Cuadro 4). Las harinas de amaranto y harina de garbanzo
germinado con y sin Se, se mezclaron para obtener lotes de 200 g cada uno.
Estos lotes se acondicionaron con agua purificada para alcanzar humedad del
20% vy se les agrego aceite de higado de Bacalao, LYSI (Islandia), 1 mL de
este aceite contiene 216 mg de omega 3, entre ellos, 69 mg de EPA 'y 92 mg
de DHA. A los lotes de 200 g, se les agregaron 3.7 mL de aceite, con el

objetivo de cumplir con el 100% de los requerimientos diarios recomendados
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Cuadro 4. Tratamientos para la elaboracion de botanas enriquecidas con
omega 3.

Tratamientos Harina de Harina de Harina de

(GC: GSe: AM) amaranto garbanzo garbanzo

(%) control (%) con Se (%)
0:0:100 100 0 0
35.5:4.5:60 60 35.5 4.5
30:0:70 70 30 0
0:30:70 70 0 30
40:0:60 60 40 0
0:40:60 60 0 40

GC= garbanzo control; GSe: garbanzo germinado con Se; AM= amaranto.
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de omega 3 en edad infantil. Las harinas acondicionadas con agua y aceite
se pasaron por un tamiz (1.3 mm) y se guardaron en bolsas de polietileno.
Posteriormente, fueron almacenadas a 4°C por 24 h para posteriormente

llevarlas a extrusion.

3 Extrusion

La extrusion se llevo a cabo en un extrusor de laboratorio de un solo tornillo
Modelo 20 DN (CW Brabender Instruments, Inc., NJ, EU) equipado con un
tornillo de 19 mm de diametro, 20:1 de longitud/diametro, relacién de
compresion nominal de 3:1 y abertura de troquel 3 mm. Las condiciones de
extrusiéon para obtener botanas enriquecidas con omega 3 se basaron en lo
reportado por Espinoza-Moreno y col (2016), se utilizé una temperatura de
cilindro de 150°C y velocidad de tornillo de 240 rpm. Las botanas se secaron

a 50°C por 10 min y se almacenaron en bolsas de aluminio a 4°C.

4 Composicion quimica
Se determiné de acuerdo con métodos oficiales de AOAC (1999), se cuantifico
la proteina cruda, grasa cruda, cenizas y humedad a las harinas de las

botanas obtenidas.

a Proteina
Se utilizé el método 46.12, micro Kjeldahl, de la AOAC (1999) para la
determinacién de nitrégeno en un equipo Micro Kjeldahl (Labconco, Kansas
City, EU). Se digirieron 20 mg de harina con 3 mL de &cido sulfurico a una
temperatura de 200°C. En la destilacion de la muestra, la cual se diluyo con
10 mL de agua destilada, se emplearon disoluciones de NaOH al 40% y para
recibir el destilado se utilizé &cido bdrico al 4% e indicador. Posteriormente la
muestra destilada fue titulada con HCI 0.1 N. Posteriormente, la proteina cruda
se calcul6 por multiplicacién del contenido de nitrogeno total por el factor 5.85.
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b Lipidos
Se determind de acuerdo con el método 920.39 de la AOAC (1999). Se
utilizaron 2 g de harina. Se utilizé el equipo soxhlet, el proceso duré 4 h y se

uso éter de petréleo como solvente.

c Cenizas
Se utilizé el método de la AOAC (1999). Se pesaron 1 a 2 g de muestra, la
cual fue colocada en un crisol de porcelana, y se sometieron incineracién en
mufla a 550°C por 24 h. El contenido de cenizas se calculo por diferencia. La

prueba se realiz6 por triplicado.

d Humedad
Se realizo siguiendo la metodologia de la AOAC (1999). Se utilizaron charolas
de aluminio, las cuales se calentaron a 100°C por 24 h, al finalizar, las charolas
se pesarony se agregaron 2 g de muestra, mismas que se calentaron a 100°C
por 24 h en una estufa con circulacién de aire. Posteriormente las muestras
se pesaron y el contenido de humedad se determiné con base a la pérdida de

peso.

e Carbohidratos
El porcentaje de carbohidratos se calculdé por diferencia con la siguiente
ecuacion:
%Carbohidratos= 100 - (% Humedad+% Proteina+% Cenizas +% Lipidos)

f Determinacién de energia
El contenido de energia bruta se determin6 mediante el célculo de los
contenidos de grasa bruta, carbohidratos y proteina bruta utilizando los
factores de conversion de Atwater; La expresion matematica es la siguiente:
Energia = (4kCal/g*Proteina) + (9kCal/g * Lipidos) + (4kCal/g*Carbohidratos)
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5 Determinacion de Se

La concentracion total de Se en las harinas garbanzo germinado, harina de
amaranto y tratamientos de botanas antes y después de la extrusion, se
determind siguiendo lo reportado por Guardado-Félix y col (2017), descrito en

el apartado V.B.3.

6 Digestibilidad de proteina in vitro

La digestibilidad de proteina in vitro (DPIV) de las botanas extruidas se
determind siguiendo la metodologia de Wang y col (2019), basado en la
metodologia reportada por Hsu y col (1977). Se preparo una solucién
multienzimatica de tripsina (16 mg), quimiotripsina (31 mg) y proteasa (13 mg)
en 5 mL de agua destilada, se mezcld y se ajusté el pH a 8.0 y se mantuvo en
refrigeracion hasta el momento de uso. Se peso de harina lo equivalente a
312.5 mg de proteina, se rehidrato con agua (50 mL), se agito (85 rpm) por
una hora a 37°C. Al finalizar, el pH fue ajustado a 8.0 con NaOH/HCI 0.1 M.
Posteriormente, se le afiadié la solucidn multienzimatica preparada
anteriormente y se registro el pH, se dejo en agitacion por 10 min y al finalizar
este tiempo se registro el pH. El cambio de pH a los 10 min de agitacion (ApH
10 min) se utilizé para calcular el porcentaje de DPIV de las muestras con la
siguiente ecuacion:

%DPIV = 65.66 + 18.10 (ApH 10 min)

7 Extraccién de aceite

Las botanas fueron molidas en un molino para café para posteriormente llevar
a cabo la extraccion de aceite. Se utilizd el equipo soxhlet y hexano como
solvente. Se utilizaron 50 g de muestra, 200 mL de hexano, el proceso duré 4
horas. El aceite extraido se concentré por 8 h (Thermo Scientific Savant

SpeedVac) para eliminar restos de solvente.
8 Perfil de acidos grasos

La composicién de los acidos grasos se determind a través de la derivatizacion

de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES). Los FAMESs de los extractos
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se prepararon mezclando 0.01 g — 0.03 g de los extractos con 1 mL del
estandar interno (acido undecanoico 5000 mg/L en hexano/acetona 80:20 v/v)
y 1 mL de metano/acido sulfarico (93:7 v/v). Estas mezclas se mantuvieron a
80°C en bafio maria por 60 min y se dejaron enfriar. Posteriormente se
agregaron 2 mL de hexano y las muestras se mezclaron y se formaron dos
fases. Los sobrenadantes formados se pasaron a un tubo de 5 mL y la
extraccion de la fase polar con hexano se repitié dos veces mas.

Se tom6 una alicuota de 1 pL de los extractos derivatizados y se inyectd
automaticamente a un cromatografo de gases (CG) Clauros de Perkin Elmer
y espectréometro de masas. La GC se realiz6é en una columna capilar TG-5 MS
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um) con helio como gas portador a un caudal de 1
ml/min. La temperatura inicial del horno fue 70°C por 2 min, después se
incrementd 10°C/min hasta llegar a los 200°C y se mantuvo por 5 min. La
segunda rampa subié 15°C/min hasta 310°C y se mantuvo por 5 min. El tiempo
total de corrida fue de 32.33 min. Las temperaturas del inyector y del detector
fueron 265°C y 200°C, respectivamente. Los parametros para el andlisis de
espectrometria de masas con fuente de iones El, fueron energia de electrones
70 eV, temperatura de cuadrupolos 150 °C, temperatura de interfaz 200 °C,
m/z = 30-550 uma. Los cromatogramas de los compuestos se obtuvieron con
el software TurboMass 6.1.1.2019. Los picos de acidos grasos se identificaron
de acuerdo con lo publicado en la biblioteca del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia (NIST) (Version de la biblioteca: biblioteca
informatica MS 2.0). Sélo los valores de correlacion por encima del 85% fueron
considerados. El pico correspondiente al acido undecanoico fue identificado
por el tiempo de retencion del estandar y confirmado por los espectros de
masas en la biblioteca NIST. Las concentraciones de &cidos grasos
individuales se expresaron como porcentaje (%) de la cantidad total de lipidos

en las muestras.
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9 Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
seguido de una prueba de Tukey con un 95% de confianza, se utilizé el
software JMP 13 del instituto SAS (Cary, Carolina del Norte). Los datos se

reportaron como medias + desviaciones estandar de tres réplicas.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa 1l
A PRODUCCION DE TORTILLA ENRIQUECIDA CON SELENIO

1 Contenido de minerales

En el Cuadro 5 se muestra el contenido de minerales de cada una de las
muestras. De acuerdo con el contenido total de minerales, el K fue el mas
abundante en maiz crudo y maiz germinado con y sin Se (74.4%, 95.3% y
58.5%, respectivamente). El segundo mineral mas abundante fue el Mg con
20.3%, 21.1% y 27.6% de la composicién mineral total del maiz crudo y maiz
germinado con y sin Se. El tercer mineral mas abundante fue el Ca con
alrededor de 3.3 %, 1.1 %y 9.6 % del total de minerales del maiz crudo y maiz
germinado con y sin Se. En relacién con los maices germinados sin y con Se,
se observé un aumento de Na (3.2- y 2.5-veces, respectivamente), Ca (2.8-y
2.5-veces, respectivamente), Fe (1.5- y 1.2-veces, respectivamente), Zn (1.3-
y 1.2-veces, respectivamente) y Mg (1.2- y 1.1-veces, respectivamente) en
comparacion con los granos de maiz crudo.

Se ha documentado que después de la germinacién de granos de lino,
el contenido de Fe aumenté hasta 99.05%, de Mn 37.27% y de Zn 50.53 %
(Kajlay col. 2017). Los autores relacionaron este aumento con la hidrdlisis de
compuestos organicos complejos por enzimas enddgenas que liberaron mas
nutrientes durante el proceso de germinaciéon (Kajla y col. 2017). Khatoon y
Prakash (2006) reportaron un incremento de Fe después de la germinacion
de frijol mungo, garbanzo y frijol verde, el cual aumento 75,47%, 34,24% y
21,21% respectivamente, en comparacion con los granos no germinados.
Estos resultados se relacionaron con la hidrélisis del Fe ligado a las proteinas

durante la germinacion (Khatoon y Prakash., 2006).
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Cuadro 5. Contenido de minerales (ug/g de muestra, bs) de maiz crudo y maiz germinado con y sin Se y sus productos

nixtamalizados: nixtamal, nejayote y tortilla.

Tratamientos Minerales
Na Fe Zn K Ca

Maiz sin germinar
Maiz crudo 46.71+1.84 14.7+0.6° 14.09 + Q.7 abcde 3265 + 142 @ 146.19 + 3.4°¢
Nixtamal 29.87 +2.44 14.2+0.3°P 17.5 + 2 akc 2495.5 + 93,3 cdef 2018.39 + 35.3¢
Nejayote 23296 +0°¢ 19.1+0°b 951+0°¢ 1909+0¢ 7077476 £0°
Tortilla 27.97 +0.64 14+0.4P0 18.8+1a 2512.17 + 8.8 cdef 2389.3+122°¢
Maiz germinado sin Se
Maiz germinado 152.4 + 15.6 < 22.8+1.7°" 19.7+12 3491.4+141.22 412.31+37.1¢
Nixtamal 169.02 + 7.3 <d 19.8+0.1° 15.5 + 1 abcd 2887.5+ 131 ¢ 2300.21 +£173.1¢
Nejayote 1898.12+77.62 89.2+152 12 + 2 cde 2396.78 + 61.3 cdefa 120191.86 + 5288 2
Tortilla 150.86 +10.6°4 33.3+0.6° 15.7 + 2 abcd 2852 + 139.2 bed 2258.47 £+ 123.3 ¢
Maiz germinado con Se
Maiz germinado 118.52 x5 17.9+0° 1831 2233 +188.2 ©'9 367.75+13.2°¢
Nixtamal 144.89 + 4.2 <d 17+2.1°b 13.7 + 2 bede 2356 + 169 defg 2291.44 £+ 161.5°¢
Nejayote 1679.42 +127.6° 71.4+112 105+ 2 de 2723.9 + 85.3 cde 124098.32 + 3464 @
Tortilla 136.13 + 0.2 <d 255+1.1° 13.6 + Q bede 2156 + 167 9 2352.71+6.2°¢

ND: No detectado. Los valores son las medias + desviacion
indican diferencias significativas (p < 0.05).

estandar de dos

réplicas. Letras diferentes entre columnas
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Cuadro 5. Contenido de minerales (ug/g de muestra, bs) de maiz crudo y maiz germinado con y sin Se y sus productos
nixtamalizados: nixtamal, nejayote y tortilla.

Tratamientos Minerales
Ni Co Hg Pb Cd
Maiz sin germinar
Maiz crudo 0.17 +0¢de ND 0.1+0°¢ 0.07 +0d ND
Nixtamal 0.14+0°¢ ND ND 0.06 +04 ND
Nejayote 0.76 £0° ND 0.12 + 0 be 0.14+0¢cd ND
Tortilla 0.15+0¢de ND 0.16 + (O abe 0.08+0d ND
Maiz germinado sin Se
Maiz germinado 0.32+04 ND 1.24+132 0.25 + ( bed ND
Nixtamal 0.23+0.1d ND 0.21 + (O abc 1.65 + 1.9 bed ND
Nejayote 1.18+02 0.13+02 0.24 + (Q abe 1.12+02 ND
Tortilla 0.7 +0.6 % ND 0.54+02 0.46 + 0.2 ¢ ND
Maiz germinado con Se
Maiz germinado 0.23+0Q¢% ND 0.06+0° 0.08+0¢ ND
Nixtamal 0.1+0¢© ND 0.06+0°¢ 0.8+0¢ ND
Nejayote 099+0°P 0.12+02? 0.09+0¢ 0.63+0.1" ND
Tortilla 0.15+ (0 de ND 0.06+4°¢ 0.35 + (0.1 bed ND

ND: No detectado. Los valores son las medias + desviacion estandar de dos réplicas. Letras diferentes entre columnas
indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Cuadro 5. Contenido de minerales (ug/g de muestra, bs) de maiz crudo y maiz germinado con y sin Se y sus productos
nixtamalizados: nixtamal, nejayote y tortilla.

Tratamientos Minerales
Mg Mn Cu Cr Se

Maiz sin germinar

Maiz crudo 893.30 + 34.9 be 3.98+1.7"b 1.18+0°¢ 0.32 +0 ke ND

Nixtamal 026.95 + 7.5 be 413+0.1°b 1.2+0¢ 0.28+0¢cd ND

Nejayote 49532+0°¢ 5.82+0° 286+0°¢ 0.61+02 ND
Tortilla 023.81 + 23 be 401+0° 1.18+0°¢ 0.31+0¢ ND
Maiz germinado sin Se

Maiz germinado 1098.86 + 31.1 b 495+0.1°b 228+0¢ 0.25+ 0 be ND

Nixtamal 1128.26 + 34.8 b 441+02°b 1.82+0°¢ 0.31+0¢ ND

Nejayote 2333.2+350.12 9.82+1.32 174+22 0.61+0.12 04+0°¢

Tortilla 941.69 + 22.4 bc 3.92+0.1" 247+0¢ 0.56 + 0.1 ab ND
Maiz germinado con Se

Maiz germinado 1052.94 +17.2 b 471+£0.1° 1.83+0°¢ 0.05+35¢ 2.87+0.3°

Nixtamal 1062.93 +120.3 b 407+0450b 1.23+0°¢ 0.06 +04 0.86+0¢

Nejayote 2430.05 + 250 @ 993+1.72 11+2°b 0.37 + 0 abe 9.32+142

Tortilla 097.82 +4.3 ¢ 3.95+0b 16+0¢ 0.17+0¢cd 0.76 £0°¢

ND: No detectado. Los valores son las medias *+ desviacion estandar de dos réplicas. Letras diferentes entre columnas
indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Asimismo, la quinoa negra germinada contenia contenidos mas altos de Mg y
K, y la quinoa blanca germinada tenia contenidos mas altos de Fe y Ca
(Bhinder y col. 2021). De manera similar, Mihafu y col (2017) reportaron un
aumento del 50% de Fe en maiz germinado después de 72 h. Ademas, se ha
reportado el aumento del contenido de Mg en granos germinados, tales como
mijo de corral y kodo, y mani bambara en 11.5%, 11.2% y 7.3 %,
respectivamente (Sharma y col. 2016; Sharma y col. 2017; Chinma y col.
2021). Demir y Bilgicli (2020) reportaron que las pérdidas de materia seca
normalmente ocurren durante la germinacion atribuidas principalmente a la
degradacion de carbohidratos y lipidos y que estas pérdidas aumentan la
concentracion de minerales.

No se detectdé Se en granos de maiz crudos y germinados sin Se,
mientras que en granos remojados con 50 mg Na2SeOs/L y posteriormente
germinados, la concentracibn de Se alcanz6 niveles de 2.87 ug/g (bs).
Guardado-Félix y col (2022) observaron un contenido de Se de 0.722 ug/g
(bs) en maiz germinado tratado con 24 mg de Na2SeOs/L en el agua de remojo
a escala de laboratorio. De acuerdo con estos resultados, se observé que la
preparacion de agua de remojo con aproximadamente el doble de la
concentracion de Na2SeO3s aumento tres veces mas la acumulacion de Se en
los granos germinados (Guardado-Félix y col. 2022). Se informa que €l Se se
acumula principalmente en proteinas porque es capaz de intercalarse con el
azufre (Schiavon & Pilo-Smits, 2017). Los aminoacidos selenometionina vy
selenocisteina son las principales formas orgéanicas identificadas en los
alimentos fortificados con Se (Dong y col. 2021).

Se puede notar que la nixtamalizacién no afectd significativamente el
contenido de minerales (Cuadro 5). EI Ca fue el segundo mineral mas
abundante en todos los tratamientos de nixtamal, y el aumento notorio se debe
al uso de hidréxido de calcio durante el proceso de nixtamalizacion (Odukova
y col. 2022). El contenido de Ca aument6 13.8, 5.6 y 6.2 en nixtamal de maiz
crudo, de maiz germinado sin Se y en maiz germinado con Se en comparacion

con los granos crudos, respectivamente. Estos valores representan el 36.6%,
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35.2% y 38.8% del contenido total de minerales. Mora-Avilés y col (2007)
informaron un aumento del contenido de Ca en maiz de calidad proteica y
maiz regular de 17 y 11 veces, respectivamente, después del proceso de
nixtamalizacion.

El 70% del Se contenido en el maiz germinado enriquecido con Se se
lixivié al nejayote. Este efecto podria atribuirse a la concentracion de Na2SeOs
en el pericarpio y tejidos germinales que generalmente se pierden
parcialmente durante la nixtamalizacion y el lavado con nixtamal. Ademas, la
pérdida significativa se puede atribuir a la solubilizacion de formas
inorgénicas, como el selenito y el selenato en el nejayote, principalmente el
Se que no estaba unido a las estructuras proteicas del maiz (Funes-Collado y
col. 2015). Ademas, se sabe que las altas temperaturas de coccion pueden
provocar la pérdida de compuestos volatiles de Se como el dimetilselenuro o
el dimetildiselenuro (Dong y col. 2021).

Por otro lado, el nejayote obtuvo altas cantidades de Ca (p<0.05) en
comparacion con los otros productos, contribuyendo con 78.0%, 94.6% y
79.7% del contenido total de minerales en muestras después de procesar
maiz crudo, maiz germinado y maiz germinado con Se, respectivamente
(Cuadro 5). Ademas, el contenido de Mg en el nejayote de ambos
tratamientos germinados aumenté 4 veces en comparacion con la muestra
obtenida de maiz crudo. Esto indica una mayor solubilizacion de Mg en el
nejayote obtenido después de la nixtamalizacién de los germinados y otros
tratamientos. Se ha informado que, durante la germinacién de otros granos
como el trigo, hay un aumento en el metabolismo, movilizacion y distribucion
de Mg (Pongrac y col. 2016). Por lo tanto, de acuerdo con los resultados aqui
obtenidos, es posible que formas mas solubles de Mg del maiz germinado se
pudo haber lixiviado hacia el nejayote durante la nixtamalizacién. Sin
embargo, se deben realizar mas estudios para probar esto.

Adicionalmente, se encontraron cantidades significativas de Se en el
nejayote obtenido luego de la nixtamalizacion de ambas muestras de maiz

germinado. Sin embargo, el nejayote obtenido de maiz germinado con Se
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presento la mayor concentracion (p<0.05) debido al Na2SeOs suplementado
durante la germinacion.

En cuanto a las tortillas, el K, Ca y Mg representaron 42.6%, 40.5% y
15.6% del contenido total de minerales en tortillas de maiz crudo, mientras
que en tortillas de maiz germinado fueron 45.5%, 36.07% y 15.04%, y en
tortillas obtenidas de maiz germinado con Se 37.9%, 41.3% y 17.5%. Los
contenidos de Ca de todas las tortillas oscilaron entre 2258.4 y 2389.3 ug/g
bs. Mora-Avilés y col (2007) reportaron contenidos similares de Ca de 2990 y
2310 mg/kg en tortillas elaboradas con maiz QPM y maiz regular. Por esta
razon, la tortilla es considerada como una excelente fuente de Ca en la dieta
mexicana.

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el perfil de
minerales de los tres tratamientos de nixtamal y sus respectivas tortillas. Estos
resultados podrian indicar que la temperatura de coccion de la tortilla no
impacto negativamente en el contenido mineral. Segun las recomendaciones
del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos, 6 tortillas enriquecidas con
Se pueden aportar alrededor del 9.6% de Fe, 12% de Ca, 6.8% de Zn, 24%
de Mg, 70.3% de Se de la ingesta diaria recomendada para adultos (NIH,
2019; NIH, 2022; NIH, 2021; NIH, 2022; NIH, 2020).

2 Contenido de AF libre y ligado
El contenido de AF se evalué en maiz crudo y germinado con y sin Se y sus
respectivos productos, nixtamal, nejayote y tortilla (Cuadro 6). El contenido
de AF ligado fue mayor en todos los tipos de muestras analizadas con
respecto al contenido de AF libre. Aproximadamente el 80% de los
compuestos fendlicos totales del maiz estan ligados o ligados principalmente
a la hemicelulosa en las paredes celulares del pericarpio (Acosta-Estrada y
col. 2014).

Curiosamente, el contenido de AF ligado en el maiz germinado con Se
fue del 181.74 % y 431.15 % mas alto en comparacion con el maiz germinado
sin Se y el maiz crudo. La germinacion es un proceso eficaz para mejorar la

produccion de compuestos fendlicos libres y ligados en el maiz (Chavarin-
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Martinez y col. 2019). Asimismo, se ha reportado que el Na2SeOs en el agua
de remojo previa a la germinacion de garbanzo y cacahuates podria causar
estrés salino en los granos el cual puede incrementar (p<0,05) la actividad de
la enzima fenilamonioliasa (PAL), la cual es clave en la ruta de los
fenilpropanoides, y deriva en un aumento del contenido fendlico (Guardado-
Félix y col. 2017; Wang y col. 2016; Serrano-Sandoval y col. 2022). Por lo
tanto, el maiz germinado con Se puede ser utilizado como una buena fuente
de compuestos fendlicos.

El contenido total de AF en nixtamal de maiz crudo fue 64.4% y 29.5%
superior al contenido en nixtamal de maiz germinado y maiz germinado con
Se, respectivamente.

No hubo diferencias significativas (p>0.05) en el contenido de AF libres
y ligados entre nejayotes. Por otro lado, el contenido de AF libre y AF ligado
en todos los nejayotes fueron mas de 500, y 53 veces mayores en
comparacién con el contenido de AF libres y ligados cuantificados en maiz
crudo y maiz germinado con y sin Se, similar a lo reportado por Gutiérrez-
Uribe y col (2010).

La nixtamalizacion del maiz libera fendlicos por la hidrélisis de la fibra;
en consecuencia, la proporcion de solidos insolubles a solubles en la solucién
de coccién con cal aumenta significativamente, liberando fendlicos ligados en
formas solubles (Acosta-Estrada y col. 2014). Las altas concentraciones de
AF en el nejayote hacen que este subproducto sea atractivo y con potencial
como ingrediente alimentario. Acosta-Estrada y col (2014) elaboraron un
aditivo alimentario a base de so6lidos de nejayote (80 %) y gluten (20 %). Los
autores elaboraron pan con un 9 % de sélidos de nejayote, lo que resultd en
745 veces mas AF que el pan control. Ademas de proporcionar propiedades
nutracéuticas, el uso del nejayote podria brindar una solucion a los problemas

ambientales relacionados con su disposicion.
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Cuadro 6. Contenido de acido ferulico (mg/100 g bs) de maiz crudo y maiz germinado con y sin Se y sus productos

nixtamalizados; nixtamal, nejayote y tortilla.

Acido feralico (mg/100 g bs)

Tratamiento Maiz crudo o germinado Nixtamal Nejayote Tortilla

Libre Ligado Total Libre Ligado Total Libre Ligado Total Libre Ligado Total
Sin germinar 0.34+£0.05¢ 2536+52 257 1556+123 41.87+12 5743 18569+252  1337.42+3252 1523 13.47+32 223553 357

b

Maiz 225+0.132 4781+6P 5006 9.8+0.17¢ 1063+2°¢ 2043 150.69+2672 1075.9+822 1226  8.48+0.9° 30.36£t52 38.7
germinado sin
Se
Maiz 1.55+0.13° 134.7+232 136.2 12.41+0.6P 28.04+4"b 40.45 176.44 £ 182 1020.18 £+ 1152 1196 13.21+0.42 11.82+1° 25
germinado
con Se

Los resultados se expresan como medias + desviacion estandar; las columnas con diferentes letras indican diferencias

significativas (p<0.05). La suma de &cido ferulico libre y ligado representa el contenido total de acido ferulico.
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En tortillas, el contenido de AF libre fue alrededor de un 58% mayor en
la tortilla obtenida de maiz crudo y la tortilla de maiz germinado con Se, en
comparacion con la tortilla de maiz germinado sin Se. Sin embargo, el AF
ligado fue mayor en la tortilla de maiz germinado sin Se hasta un 61.07% mas

respecto a las otras dos tortillas.

3 Actividad Antioxidante Celular

Los resultados de %AAC de muestras digeridas de maiz crudo y germinado
con y sin Se y sus respectivos productos, nixtamal, tortilla y nejayote se
presentan en la Figura 5. Los productos obtenidos del maiz crudo (nixtamal,
nejayote y tortilla) tuvo el %AAC mas alto (p<0.05) entre todos los productos.
Los resultados de %AAC en estas muestras podria estar ligado a los
compuestos fendlicos, como el AF y a péptidos bioactivos que se pudieron
haber generado durante el proceso de digestion (Tomé-Sanchez y col. 2021).
Otras investigaciones han demostrado la presencia de péptidos antioxidantes
en el maiz (Jin y col. 2016; Wang y col. 2016). Los efectos de estos péptidos
se han relacionado con aminoacidos con cadenas laterales hidrofébicas y
residuos aromaticos, que sirven como donantes de hidrogeno para interrumpir
la reaccion en cadena de peroxidacion radical (Zhu y col. 2019). Por otro lado,
se destaco que en los granos antes del proceso de nixtamalizacion, el %AAC
fue 53.8% mayor en el maiz germinado con Se y 21.8% en el maiz germinado
sin Se en comparaciéon con el maiz crudo (Figura 5). Estos resultados pueden
deberse a la mayor concentracion de AF ligado en el maiz germinado con Se.
El AF ligado tienen una fuerte participacion en las propiedades antioxidantes
del maiz (Xiang y col. 2017). Aunque los péptidos selenizados no fueron
caracterizados en este estudio, los compuestos selenizados podrian contribuir
a aumentar la actividad antioxidante. Guo y col (2019) demostraron la
presencia de péptidos selenizados en maices enriquecidos con Se que
aportaron mayores propiedades antioxidantes. Ademas, se ha reportado que
los péptidos selenizados de garbanzos germinados tienen mayor actividad
antioxidante que los obtenidos de garbanzos germinados sin Se (Serrano-
Sandoval y col. 2019).
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Figura 5. Actividad antioxidante celular (%AAC) in vitro de productos de maiz
y sus productos nixtamalizados después de simulacion gastrointestinal in vitro.
Maiz crudo (MC) y sus respectivos productos, nixtamal (Ni), nejayote (Ne) y
tortilla (T). Maiz germinado sin Se (MG) y sus respectivos productos, nixtamal
(GNi), nejayote (GNe) vy tortilla (GT). Maiz germinado con Se (MGSe) y sus
respectivos productos, nixtamal (GNiSe), nejayote (GNeSe) y tortilla (GTSe).
Las medias con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.5).
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Ademas, en este estudio se observo que después del proceso de
nixtamalizacion, el %AAC mejoro alrededor del 90% en muestras digeridas de
nixtamal, nejayote vy tortilla obtenidas de maiz crudo, en comparacion con la
actividad antioxidante del maiz crudo sin nixtamalizacion. Hasta el momento,
no existen otros estudios que relacionen un aumento de la actividad
antioxidante en nixtamal y tortilla por efecto de la nixtamalizacion, ni existe
evidencia sobre la comparacion y caracterizacion de péptidos antioxidantes
antes y después de la nixtamalizacion de maiz. Se sabe que la nixtamalizacion
no tiene un impacto significativo en el contenido proteico del grano (Kamau y
col. 2020). Sin embargo, se ha reportado que la nixtamalizacibn aumenta la
solubilidad de albuminas, globulinas y prolaminas (Chaidez-Laguna y col.
2016). Es importante realizar mas estudios sobre el perfil y la especificidad de
los péptidos, asi como el impacto de la nixtamalizacion en su biodisponibilidad
y su bioactividad para aclarar estos interesantes resultados observados en
este estudio.

De acuerdo con los resultados de %AAC en las muestras de nejayote
digerido, el nejayote obtenido de maiz crudo tuvo el %AAC mas alto (p<0.05),
con 55.8% y 36.8% mas %AAC que el nejayote de maiz germinado con y sin
Se. Todas las muestras de nejayote tienen concentraciones altas de AF total,
entre 1196 a 1336 mg/100 g, y no hubo diferencia significativa entre ellos, por
lo que el contenido de AF no esta relacionado con el %AAC observado.

Es posible encontrar un perfil diferente de compuestos fendlicos,
proteinas y péptidos bioactivos en los nejayotes de ambos maices germinados
como resultado de la combinacion del proceso de germinacion vy
nixtamalizacion. Por lo que es necesario realizar otros estudios de
caracterizacion de otros componentes del nejayote de maiz germinado como
compuestos fendlicos, péptidos y proteinas.

Estos resultados muestran claramente el impacto negativo de la
nixtamalizacion tradicional sobre la actividad antioxidante del maiz germinado
con y sin Se. Finalmente, no existe diferencia significativa en %AAC entre la
tortilla de maiz germinado nixtamalizado con Se y la tortilla de maiz crudo

nixtamalizado.
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4 Actividad antiinflamatoria

Las actividades antiinflamatorias in vitro del maiz crudo y germinado con y sin
Se y sus respectivos productos, nixtamal, tortilla y nejayote después de
someterlos a digestion gastrointestinal in vitro se muestran en la Figura 6.
Similar a la respuesta antioxidante, el maiz crudo y sus productos derivados;
nixtamal, nejayote y tortilla presentaron la mayor actividad antiinflamatoria. El
% de inhibicién del ON (57.74%) observada en maiz crudo se mantuvo luego
del proceso de nixtamalizacion en nixtamal y tortilla. Estos resultados no
estaban relacionados con el contenido de formas de AF libre o ligado
cuantificadas en las muestras. Sin embargo, se sabe que las actividades
antiinflamatorias in vitro de los péptidos de maiz se han asociado con la
regulacion de varias proteinas proinflamatorias como el factor nuclear kappa
B (NF-kB) y las vias inducidas por TNF-a. Liang y col (2020). informaron tres
secuencias de péptidos de maiz (PPYLSP, IIGGAL y FLPPVTSMQ) que
ejercia importantes propiedades antiinflamatorias in vitro a través de la
inhibicion de la molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1) en un 54%
a 38.9% y la molécula de adhesién celular intercelular 1 (ICAM-1) en un 36.5%
a 28.6% (Liang y col. 2018).

Asimismo, el nejayote obtenido de la nixtamalizacién de maiz crudo
tuvo mayores propiedades antiinflamatorias, con un 36.8 % y un 55.8 % mas
de inhibiciébn de ON que los nejayotes obtenidos de maiz germinado sin Se y
con Se, respectivamente. Se ha informado que el nejayote obtenido de la
nixtamalizacion de maiz crudo tiene potencial para inhibir la producciéon de ON
a través de los acidos hidroxicinamicos, principalmente AF y acido p-cumarico
y otros compuestos como los acidos dehidro-diferulico, dehidro-triferulico, p-
dicumaroil-putrescina, y diferuloilputrescina. Ademas, durante la
nixtamalizacion, se liberan complejos proteicos (<13 kDa) al nejayote, que
pueden interactuar con el AF y ejercen una importante actividad
antiinflamatoria (Liang y col. 2018). Buitimea-Cantta y col (2020) utilizaron
ultrafiltraciébn para recuperar fracciones de nejayote, y encontraron dos

fracciones con potencial antiinflamatorio a través de la inhibicion de ON de
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Figura 6. Actividad antiinflamatoria in vitro de productos de maiz sometidos a
simulacion gastrointestinal in vitro. Maiz crudo (MC) y sus respectivos
productos, nixtamal (Ni), nejayote (Ne) y tortilla (T). Maiz germinado sin Se
(MG) y sus respectivos productos, nixtamal (GNi), nejayote (GNe) y tortilla
(GT). Maiz germinado con Se (MGSe) y sus respectivos productos, nixtamal
(GNiSe), nejayote (GNeSe) y tortilla (GTSe). Las medias con diferentes letras

son significativamente diferentes (p<0.5).
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98.34% y 96.68%, lo que podria atribuirse al efecto sinérgico de proteinas de
bajo peso molecular y acidos fendlicos, principalmente, AF y p-cumarico.

Se observé que la selenizacion de los granos de maiz germinados
mejord la actividad antiinflamatoria en un 43 % en comparacion con las
contrapartes germinadas sin Se. Esto también se observé en la tortilla
obtenida a partir de maiz germinado con Se, ya que obtuvo mayor actividad
antiinflamatoria que la tortilla obtenida a partir de maiz germinado sin Se.
Investigaciones previas reportaron que el Se tiene propiedades
antiinflamatorias debido a la inhibicion de NF-kB (Yun y col. 2007). Otro
estudio reporto la eficacia de un extracto acuoso obtenido de maiz enriquecido
con Se sobre la inhibicion de genes proinflamatorios en células RAW264.7
(Dhanjal y col. 2019). Ademas, Feng y col (2021) encontraron una relacion
entre el contenido de Se y la actividad antiinflamatoria de los péptidos de
arroz. Identificaron un péptido de arroz integral enriquecido con Se con la
secuencia ALLLQAVQSQYEEK con una capacidad antiinflamatoria
significativa a través de la inhibicién del ON.

Etapa 2
B ENSAYO IN VIVO

1 Cambio en el peso corporal
Se observaron diferencias significativas en cuanto al cambio del peso corporal
en la sexta, séptima y octava semana (Figura 7). En la sexta semana, la cual
fue una semana después de la inoculacion, hubo diferencias significativas con
respecto a Q15Se y el estado basal. Durante la séptima semana hubo un
decremento en el grupo Q15Se a comparacion con el estado basal, SQ y Q15.
Por otro lado, se observé una pérdida de peso significativa en la octava
semana en el grupo Q15Se a comparacion con el grupo basal, SQ, Q15, Q30
y Q60. No se observé ganancia o pérdida de peso significativa en el resto de
las semanas.

De acuerdo con Guardado-Félix y col (2019), los ratones comienzan a

perder peso cuando se administra 5-FU debido a los efectos de la
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Figura 7. Cambio de peso corporal semanalmente. Grupos: Sin quimioterapia= SQ; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso=
Q15; Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso= Q30; Quimioterapia (5-FU) 60 mg/kg de peso= Q60; Quimioterapia (5-FU) 15
mg/kg de peso y dieta con garbanzo sin Se= Q15NSe; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta de garbanzo con Se=

Q15Se;

Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso y dieta de garbanzo con Se= Q30Se.
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quimioterapia. Mutschler y col (2018) reportaron que el 24.8% de los pacientes
con cancer, suelen presentar cambios en su peso corporal, 11.1% sufren
pérdida y el 17.3% ganancia de peso, como causa de la quimioterapia. Por el
contrario, Jung y col (2020) reportaron que no hay cambios en el peso, indice
de masa o composicion corporales durante la quimioterapia. De manera
similar, Hsu y col (2020) demostraron que la suplementacion con res aminora
la pérdida de peso de ratones inducida por 5-FU, ya que en el grupo de 5-FU,
se observo un decremento significativo del peso del musculo y grasa.

2 Monitoreo de crecimiento tumoral

La intensidad de fluorescencia de los tumores por parte de los grupos SQ y
Q15 fue superior que el del resto de los tratamientos debido a la acumulacion
de un mayor namero de células fluorescentes (Figura 8). Por el contrario, las
imagenes tumorales de Q30, Q60 y del grupo Q15Se; mostraron una menor
intensidad de fluorescencia en el centro de los tumores, indicando el
aplanamiento de la masa tumoral. Esto representa un prejuicio/parcialidad en
la calculacién del volumen del tumor, ya que el programa utiliza una férmula
para el volumen basada en el area de fluorescencia, sin considerar la
intensidad como indicador de la profundidad de este mismo.

Se utilizé el modelo Gompertz para determinar la tasa de crecimiento
de los tumores, dicho modelo se ha utilizado para describir el comportamiento
del crecimiento y proliferacién de células cancerosas (Tabassum y col. 2019).
En la Figura 9A se muestra el acoplamiento de los grupos experimentales al
modelo de Gompertz. Las curvas representan la tendencia de la tasa de
crecimiento. Para el grupo SQ, la tendencia muestra que la curva se localiza
en el primer paso de la sigmoidal y que continGa incrementando. De manera
similar, la curva correspondiente al grupo Q15NSe tiende a incrementar. La
curva de Q30 muestra una reduccion en cuanto a la tasa de crecimiento, sin
embargo, no presenta una asintota clara como se observa con Q15Se, Q60,
Q15y Q30Se.

En la gréafica tridimensional (Figura 9B) se puede observar que la

asintota superior (A) y el tiempo de inflexion (Ti) del grupo NC resultoé superior
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C15NSe Q30Se

Figura 8. Imagenes obtenidas por el equipo iBOx del crecimiento tumoral
después de 6 semanas de la inoculacion (final del estudio) de todos los grupos
experimentales. Sin quimioterapia= SQ; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de
peso= Q15; Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso= Q30; Quimioterapia (5-
FU) 60 mg/kg de peso= Q60; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta
con garbanzo sin Se= Q15NSe; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y
dieta de garbanzo con Se= Q15Se; Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso y
dieta de garbanzo con Se= Q30Se.
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Figura 9. A) Modelo Gompertz de los grupos experimentales; eje X= tiempo
(dias); eje Y= volumen del tumor (mm?3). B) Distribucién de parametros de las
constantes de Gompertz; eje X (A)= asintota superior; eje Y (Kg)= tasa de
crecimiento; eje Z (Ti)= tiempo de inflexién.
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al del resto. Los demas grupos presentaron una Ay Ti similares. En el Cuadro
7 se muestra el promedio resultante de los tres parametros modelados para
cada unidad experimental con la funcion de Gompertz. La asintota superior
(A) de los grupos C15 y C30 mostraron valores mas altos, ademas de ser
significativamente diferentes al grupo C60. En cambio, no se encontraron
diferencias significativas en los grupos NC, C15, C30, C15NSe, C15Se y
C30Se. El parametro kG y la tasa de crecimiento tumoral fue
significativamente mayor en el grupo NC a comparacion de los grupos C15,
C30, C15NSe, C15Se y C30Se. EI kG se redujo un 81.3% en el grupo C30 en
comparaciéon con NC. ElI tiempo de inflexion (Ti) fue reducido con
quimioterapias y el tratamiento selenizado. El grupo C60 obtuvo valores
menores en Ti en comparacion con aquel obtenido por el grupo NC. También,
el Ti del grupo NC fue significativamente mayor, 1.26 veces, que el obtenido
en los grupos selenizados; C15Se y C30Se. La dosis mas alta de 5-FU resultd
en el volumen tumoral final mas pequefo, incluso cuando la tasa de
crecimiento fue mayor que la obtenida a partir del resto de los tratamientos,
ya que el tiempo de inflacién fue significativamente menor. Los tiempos de
inflacion para Q15Se y Q30Se fueron similares, indicando que se requieren
menores dosis de quimioterapia para la reduccién del crecimiento del tumor,
incluso durante la fase exponencial. La tasa de crecimiento fue menor en
Q15Se y Q30Se que la tasa obtenida utilizando dosis mayores de
quimioterapia (Q60). Cabe destacar que el volumen final de los tumores
observado en el caso de Q15Se y Q30Se fue sobrevalorada, considerando la
intensidad menor de fluorescencia, a pesar de contar con un area similar a los
demas tratamientos.

Se ha reportado efectividad de la combinacion del Se con los distintos
farmacos quimioterapéuticos en distintos tipos de cancer. La combinacién de
docetaxel (500 pM) y Se (10 uM) se evalud en células de cancer de mama.
Luego de 72 h de incubacion, el crecimiento celular disminuyo un 15%, a su
vez, aumento la apoptosis en un 63% (Park y col. 2015). De manera similar,

Ertilav y col (2019) expuso células de glioblastoma a docexatel (10 nM) por 10
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Cuadro 7. Constantes de Gompertz de los grupos experimentales; ke= tasa

de crecimiento; Ti = tiempo de inflexion.

Grupo A ke Ti
SQ 12162.4 + 6858.6 2 0.16 £ 0.09 2 30.49+6.032
Q15 16648.6 +£ 12538.63 2 0.05+0.04°¢ 26.29 + 3.24 abc
Q30 16970.1 £ 11025.68 2 0.03+0.04°¢ 29.62 +6.31 2
Q60 7595.7 +2238.34 " 0.11 +£0.08 & 23.73+£3.95¢

Q15NSe 11551.8 + 5889.06 2" 0.07 £ 0.04 ¢ 29.83+5.14 %
Q15Se 11565 + 3740.4 0.06 + 0.04 bc 24.25+5.17 P¢

Q30Se 10403 + 3667.6 2 0.07 £ 0.01 b¢ 24.24 + 4.41 bc

Los valores son las medias * desviacién estandar de dos réplicas. Letras
diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p < 0.05). Sin
quimioterapia= SQ; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso= Q15;
Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso= Q30; Quimioterapia (5-FU) 60 mg/kg
de peso= Q60; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta con garbanzo
sin Se= Q15NSe; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta de garbanzo
con Se= Q15Se; Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso y dieta de garbanzo
con Se= Q30Se.
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hy Se (11 uM) por 10 h. La combinacion inhibio la proliferacion y viabilidad
celular.

Por otro lado, Sakalli y col (2016) reportaron una terapia con Na2SeOs
(200 nM) y un cisplatino quimioterapéutico (40 uM) contra células de cancer
de mama (MCF-7). La combinacion demostro tener un efecto apoptoético. La
combinacion de moléculas de Se con cisplatino disminuyo la viabilidad celular,
induciendo asi, apoptosis (Wu y col. 2017). La combinacion de MSeA (2.5 uM
-20 pM) y Gemcitabina (2.5 mM-20 mM) por 24 h obtuvo un efecto
anticancerigeno sinergia en células de cancer pancreatico (BxPC-3). Dicha
combinacion promovio la apoptosis mientras que disminuyd cualquier signo
de proliferacion celular (Woolen y col. 2022).

Ademas, Wu y col (2019) combiné y evalu6 una terapia que incluye
Na2SeOs (3 mg/kg) y el profarmaco de Adrimicina (10 mg/kg) en un modelo in
Vivo con células de cancer gastrico. Esta conjugacion como terapia promueve
la apoptosis. Paclitaxel (50 pM) combinada con Na.SeOs (5 pM) ha
demostrado contar con actividad anticancerigena en células de cancer MCF-
7 (Guler & Ovey, 2020).

3 Evaluacion de lipidos en suero y lipoproteinas
No hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo
basal en cuanto al colesterol total (Cuadro 8). Es importante destacar que la
desviacion estandar fue considerablemente alta. La Unica diferencia
significativa encontrada en cuanto al colesterol HDL en plasma fue entre los
grupos Q30Se y SQ, ademas de entre Q30 y Q30Se. Q15NSe resulté de 1.4-
y 1.95 veces significativamente mayor en colesterol LDL que SQ y el grupo
basal, respectivamente. Los triglicéridos del grupo basal fueron
significativamente mayores en comparacion con los grupos Q15, Q30,
Q15NSe y Q30Se. Las reducciones fueron en un rango de 22-28% en los
grupos experimentales.

Durante el cancer, se genera un desbalance en los niveles de lipidos
lo que origina desordenes en el metabolismo de lipidos (Zhang y col. 2014).

En pacientes en etapas avanzadas de cancer, es usual observar decrementos
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Cuadro 8. Niveles de lipidos séricos en grupos experimentales.

Grupo Colesterol HDL LDL Triglicéridos
Basal 86.1+4972 65.1+2.62 46+13° 101.7+219+2
SQ 82.7+4.772 61.9 £ 3.5 ¢ 6.4+1.4°0 83.2+329%
Q15 91.1+14.82 62.8+8.33° £.3+0.63° 79.7 £25.4"
Q30 842+159%2 59.6+56°¢ 6.9+1.13°c 79.4+18.68"
Q60 90.0+15.423 65.3+4.2% 6.4 + 1.5 abc 93.5+85
Q15NSe 86.8+8.62 62.1+5.83a%c 9.0+24+a 73.4+23.2"
Q15Se 92.8+10.72 65.8+3.8 6.5+1.13c 845+238%
Q30Se 89.3+165%2 66.8+5.72 73+292 79.8+26.3"

Los valores son las medias + desviacion estandar de dos réplicas. Letras

diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p < 0.05). Sin

guimioterapia=

SQ; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso=

Q15;

Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso= Q30; Quimioterapia (5-FU) 60 mg/kg
de peso= Q60; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta con garbanzo
sin Se= Q15NSe; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta de garbanzo
con Se= Q15Se; Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso y dieta de garbanzo
con Se= Q30Se.
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en cuanto a las concentraciones de colesterol en sangre (Wang y col. 2017).
Kush y Khosrow (2021) reportaron que los oncogenes son capaces de
estimular la biosintesis de colesterol, asimismo, el colesterol puede
incrementar las vias oncogénicas. Cabe destacar que en este estudio no se
encontraron diferencias significativas con respecto a los niveles de colesterol.
Los biomarcadores correspondientes al metabolismo de lipidos como altos
niveles de colesterol total y LDL y niveles bajos de HDL estan asociados con
el aumento en el desarrollo y progresion del cancer (Zhou y col. 2018). Existe
evidencia que altos niveles de HDL pueden disminuir el riesgo de cancer
colorrectal, aumentando la tasa de supervivencia (Zeljkovic y col. 2021). Una
investigacion de la Investigacion Prospectiva Europea sobre el Cancer y la
Nutricion (EPIC) demuestra que altos niveles de HDL en plasma estan
asociados con un menor riesgo de padecer cancer colorrectal (Van
Duijnhoven y col. 2011). Las vias inflamatorias pueden ser moduladas por las
concentraciones de HDL, debido a que bajos niveles de este en el plasma
pueden aumentar la presencia de citocinas proinflamatorias como interleucina
6, mientras que niveles altos de HDL pueden incrementar citoquinas
antiinflamatorias como interleucina 10 (Van Duijnhoven y col. 2011). Kush y
Khosrow (2021) expresaron que solo altas concentraciones de HDL en suero
reduce ERO, viabilidad celular, migracion e invasion de células cancerigenas.
Esto se puede observar en el grupo Q30Se, el cual tuvo concentraciones
significativamente mayores de HDL en comparacion con SQ y Q30.

Al contrario que lo observado con Q60 y Q30Se, Lofteragd y col. (2018)
reportaron que triglicéridos altos y HDL promueven el crecimiento tumoral y
su progresion. El grupo Q15NSe no mostro efecto inhibitorio en cuanto al
crecimiento tumoral, esto puede estar relacionado con los niveles de LDL,
contrarios a los observados en los grupos Q60, Q15Se y Q30Se. Cantidades
altas de LDL y altos niveles de colesterol se asocian con una peor
supervivencia y potencialmente podrian ser marcadores de prondsticos de la
progresion del cancer (Maran y col. 2021; Lin y col. 2020). Asimismo,

Shyamananda y col (2021) establecieron que altos niveles de colesterol y LDL
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en sangre esta significativamente correlacionado con el riesgo de progresion
del cancer ya que beneficia la rapida proliferacion de células cancerigenas.

De manera similar, Wang y col (2017), observaron que LDL puede
aumentar los niveles de ERO en células cancerigenas, lo que puede causar
la secrecion de citoquinas proinflamatorias. Ademas, LDL parece aumentar el
crecimiento y la progresion de células de CCR en ratones desnudos (Wang y
col. 2017). Liao y col (2015), encontraron niveles elevados de LDL y bajos
niveles de HDL en suero de pacientes con CCR metastasico. Por
consiguiente, esto altera el perfil lipidico, pudiendo beneficiar el crecimiento y
division de células cancerosas. Por otro lado, un aumento en los niveles de
LDL en plasma, esta relacionado con un prondstico pobre en pacientes con
cancer colorrectal metastasico.

Adicionalmente, durante el cancer colorrectal ocurre una alteracion en
el catabolismo de los triglicéridos. Las células cancerigenas pueden activar a
los adipocitos, para catabolizar sus triglicéridos y asi liberar &cidos grasos que
luego pasan a ser captados por las células cancerosas (Corn y col. 2020).
Zhang y col (2014) no encontraron asociacion alguna entre los niveles de
triglicéridos en suero con el riesgo de padecer cancer colorrectal. Otros
autores reportan una asociacion significativa entre triglicéridos y la progresion
de CCR, en pacientes de CCR en etapa lll (Cheny col. 2020). Los niveles de
triglicéridos del grupo basal resultaron significativamente mayores que
aguellos medidos en los grupos Q15, Q30, Q15NSe y Q30Se.

4 Evaluaciéon enzimatica de TXNRD y GPX

La actividad enzimatica de GPX aumento 2-, 1.6- y 1.9- veces en ratones
alimentados con tratamientos selenizados en comparacién con el grupo basal,
SQ y Q15, respectivamente (Cuadro 9). La actividad de GPX aumenté en los
grupos con dieta con Se (Q15Se y Q30Se) y en ratones tratados con una dosis
mayor de quimioterapia (Q60). En nuestra investigacion, no se observaron
diferencias significativas en la actividad enzimatica de TXNRD debido a la

desviacion estandar elevada.
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Cuadro 9. Actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPX) en grupos

experimentales.

Grupo GPX TXNRD
(umol/min/mL/mg (nmol/min/mL/
proteina) mg proteina)
Basal 11.8+2.3¢ 1146+31.2%2
SQ 15.1+ 4.6 137.5+67.12
Q15 12.6 + 4.4 97.2+9052
Q30 16.6 + 4.4 ¢ 94.4+70.42
Q60 20.1+3.62 99.1+40.12
Q15NSe 20.7£4.4% 62 +55.82
Q15Se 23.8+6.72 68.4 +35.82
Q30Se 21.7+6.12 68.8 +40.6 2

Los valores son las medias * desviacién estandar de dos réplicas. Letras

diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p < 0.05). Sin

quimioterapia=

SQ; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso=

Q15;

Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso= Q30; Quimioterapia (5-FU) 60 mg/kg
de peso= Q60; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta con garbanzo
sin Se= Q15NSe; Quimioterapia (5-FU) 15 mg/kg de peso y dieta de garbanzo
con Se= Q15Se; Quimioterapia (5-FU) 30 mg/kg de peso y dieta de garbanzo

con Se= Q30Se.

79



Es bien sabido que la suplementacion con Se estimula la
sobreexpresion y aumento de la actividad enzimatica de GPX, principalmente
porque el Se se incorpora a las selenoenzimas, siendo una de las mas
importantes, la GPX (Razaghi y col. 2021). Los germinados de garbanzo
enriquecidos con Se (>2 pg/g) aumentaron la actividad de GPX y TXNRD
(Guardado-Félix y col. 2019). Como adicién, las selenoparticulas, (1.8 uM Se)
lograron aumentar la GPX y TXNRD (Liu y col. 2020). Otro estudio demostré
gue una dieta de hongos enriquecidos con Se (1 g Se/g) incremento la
actividad de la GPX (Maseko y col. 2014). También, la suplementacién
enriquecida en Se de Saccharomyces cerevisiae (>200 ug/kg peso) a pollos
de engorda demostré aumentar ambas enzimas (Hou y col. 2020).

Asimismo, en el presente estudio, el grupo experimental con la dosis
mas alta de quimioterapia mostré tener un aumento en cuanto a GPX como
consecuencia del aumento de ERO (Zhang y col. 2020). Ademas, el garbanzo
que no fue enriquecido con Se (Q15NSe) mejoré la actividad enzimética, en
comparacién con el grupo Unicamente con quimioterapia (Q15). Se
correlacion6 una baja expresion de GPX con una baja tasa de supervivencia
en pacientes con adenocarcinoma pancreatico que recibieron quimioterapia
(Meng y col. 2018).

Etapa 3
C BOTANAS DE AMARANTO Y GARBANZO GERMINADO CON SELENIO
ENRIQUECIDAS CON OMEGA 3

1 Composicion quimica

Se llevaron a cabo varias formulaciones para los tratamientos de botanas con
la finalidad de obtener un producto con un balanceado aporte nutricional y
buenas propiedades sensoriales y estructurales. Se recomienda no exceder
del 40% en el contenido de leguminosas al elaborar productos extruidos listos
para comer, ya que mayores cantidades podria impactar negativamente en

las propiedades sensoriales del producto (Pasqualeno y col. 2020).
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La composicion quimica de las harinas de garbanzo germinado control
y garbanzo germinado con Se, harina de amaranto crudo y los diferentes
tratamientos de las botanas obtenidas por extrusion se muestra en el Cuadro
10.

El contenido de proteina en las harinas de garbanzo germinado control
y garbanzo germinado con Se fue similar a lo reportado por Sofi y col (2020)
quienes reportan un contenido de 24.19% de proteina en garbanzo germinado
por 48 h. Por otro lado, Kierulf y col (2020) reportaron valores inferiores
(17.37%) de proteina en la harina de amaranto a los encontrados en este
estudio, esto se podria deber a diferentes variedades de amaranto utilizados.
En cuanto al contenido de proteina de las botanas obtenidas por extrusion, se
encontrdé valores menores a las harinas de garbanzo germinado control,
garbanzo germinado con Se y amaranto. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas (p<0.05) entre estas harinas y los tratamientos
extruidos. En promedio, los extruidos en este estudio tienen 18.7 g de
proteina/ 100 g, lo que indica que una porcion de 60 g de estos extruidos
tendria 11.2 g de proteina, mientras que una porcién de 60 g de cereal
comercial (Zucaritas) tiene 2.7 g, con estas cantidades se estarian cubriendo
un 46.8% y 11.2%, respectivamente, de los requerimientos diarios
recomendados para nifios de 4-6 afos.

El contenido de lipidos en garbanzo germinado es inferior a lo
reportado por Xu y col (2019), quienes reportaron 7.19% en garbanzo
germinado por 48 h. Estas diferencias se podrian deber a las diferentes
variedades de garbanzo utilizadas. En cuanto al amaranto, se han reportado
valores de 5.8 — 7.14% (Guadianelli y col. 2019), valores similares a los

encontrados en este estudio.
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Cuadro 10. Composicion quimica de harinas de garbanzo germinado con y sin Se, harina de amaranto y tratamientos de

botanas extruidas.

Muestra % proteina/ g en % Lipidos/ g %Cenizas/g %Humedad %Carbohidratos Energia kcal
bs en bs en bs /g en bs (100 g)

Harinas
GC 22.77 £1.08 @ 5.42+091% 3.03+0.112 8.39+0.01° 60.38+1.9% 381.38+4.852
GSe 24.12 +0.47 2 570+£0.172 3.11+£0.032 8.79x0° 58.26 £ 0.39 ¢ 380.89 £0.96 2
Amaranto 19.05+3.943¢  63+0.332 2.93+0.372 9.06+0.09P 62.66+3.933¢ 38353+3.102
Extruidos
GC: GSe: AM
0:0:100 16.55+0°¢ 5.17+0.093¢ 276+0.252 11.96+0.082 63.54+0.293°  366.97 +1.02°
35.5:4.5:60 18.38 £2.053¢  432+0.13%d 256+0.232 8.39+0.18° 66.34+2.142 377.81 £1.58%
30:0:70 17.68 £ 2.71 b° 3.41+£0.93¢ 248+0.282 8.37+0.23P 68.04+1.992 373.62 £3.99 @
0:30:70 19.22 +2.323¢ 4,13 + (.3 bed 254+0.152 8.67+0.25P 65.44+233% 375.63+2.01%
40:0:60 19.30+£0.453¢  394+0.31¢ 264+0.172 8.46+° 65.64 +0.33 2 375.33+1.33%
0:40:60 21.27 +1.843c  339+0.124 268+0.162 8.64+.01° 64.0 + 1.87 ac 371.67+1.29°

Los valores son las medias + desviacion estandar de tres réplicas. Letras diferentes entre columnas indican diferencias
significativas (p < 0.05). GC= garbanzo germinado control; GSe= garbanzo germinado con Se; AM= amaranto.
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En cuanto a los tratamientos extruidos, se encontré6 menores concentraciones
de lipidos en todos los tratamientos en comparacion con las harinas de
garbanzo control, garbanzo germinado con Se y amaranto. Los tratamientos
de botanas con Se, 30%GSe/70% amaranto y 40%GSe/60% amaranto,
redujeron significativamente (p>0.05) el contenido de lipidos un 27.5% vy
40.5% con respecto al garbanzo germinado con Se. El mismo efecto se
observo en los tratamientos de botanas elaborados con harina de garbanzo
control y amaranto, 30%GC/70% amaranto y 40%GC/60% amaranto, los
cuales disminuyeron significativamente (p>0.05) su contenido de lipidos
aproximadamente un 37.08% y 27.3% con respecto a la harina de garbanzo
control. Por otro lado, el tratamiento de botana a base de 100% amaranto no
obtuvo diferencias significativas con la harina de amaranto.

Por otro lado, en el Cuadro 11 se puede apreciar el efecto de la
extrusion sobre el contenido de lipidos en las harinas antes y después del
proceso. Se encontr6 que todos los tratamientos disminuyen
significativamente (p>0.05) su contenido de lipidos. El alto contenido de
lipidos en los tratamientos antes de la extrusion se debe a la presencia de
aceite de pescado utilizado para acondicionar las harinas. Sin embargo, al
someterse a extrusion, el contenido de aceite llegd a disminuir hasta 50%. El
efecto de la extrusion sobre el contenido de lipidos en botanas obtenidas por
extrusion ya ha sido reportado por varios autores como Cervantes-Ramirez y
col (2020), Félix-Medina y col (2021). Este efecto puede ser atribuido a la
temperatura, velocidad de tornillo y presién durante la extrusion que pueden
formar complejos lipidicos, como amilosa-lipidos y proteinas-lipidos, lo que
puede dificultar su extraccion y cuantificacion (Félix-Medina y col. 2021), asi
como también se pueden oxidar ciertos lipidos o ser degradados por las altas

temperaturas empleadas en el proceso (Estrada-Giron y col. 2015).
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Cuadro 11. Porcentaje de lipidos/ g (bs) contenido en tratamientos

acondicionados (previos a extrusion) y tratamientos después de extrusion.

Muestra %Lipidos/ g bs %Lipidos/ g bs

GC: GSe: AM (previo a extrusién) (después de
extrusion)

0:0:100 9.3+05¢@ 5.17+0.09 °
35.5:4.5:60 8.43+0.19%2 4.32+0.14 ®
30:0:70 75+0.16 2 3.41+0.93°
0:30:70 7.75+0.152 4.13+0.3 P
40:0:60 7.95+0.042 3.95+0.31°
0:40:60 8.08+£0.322 3.4+0.13°

Los valores son las medias + desviacion estandar de tres réplicas. Letras
diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05). GC=
garbanzo germinado control; GSe= garbanzo germinado con Se; AM=

amaranto.
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El contenido de cenizas no present6 diferencias significativas (p<0.05)
en las harinas de garbanzo germinado control y germinado con Se y en los
tratamientos extruidos. Asimismo, no hubo diferencias significativas (p<0.05)
en el contenido de carbohidratos y calorias de las botanas.

2 Determinacion de Se

En el Cuadro 12 se muestra la concentracion de Se en las harinas de
garbanzo germinado control y garbanzo germinado con Se. El uso de
Na.SeOs (1.7 g/L) en el agua de remojo incremento 56.4 veces la
concentracion de Se en el garbanzo germinado por 48 h, mientras que
Guardado-Félix y col (2017), reportaron un incremento de 59 a 115 veces en
el contenido de Se en garbanzo germinado a nivel laboratorio por 4 dias en
presencia de Na2SeOs (2.0 mg/100 g). Estas diferencias se pueden deber a
qgue, en nuestro estudio, la germinacion se llevé a cabo a nivel industrial,
donde se utiliza mas agua para el remojo del garbanzo que a nivel laboratorio,
esto ocasiona mayores pérdidas de agua y menor retencién de Se por los
granos.

En cuanto al amaranto, se obtuvieron valores inferiores a lo reportado
por Akin-ldowu y col (2017), quienes reportan un rango desde 0.23-0.82 ug
Selg. Esto se puede deber a una mayor concentracion de Se en los suelos
donde se sembraron las semillas, dando como resultado mayor contenido de
Se.

En el Cuadro 13 se muestra la concentracion de Se de las harinas
previas a la extrusion y después de la extrusion. Se puede observar que La
extrusion disminuyo el contenido de Se en los tratamientos, lo que se puede
deber a las altas temperaturas empleadas en el proceso lo que podria generar
pérdidas de compuestos volatiles de Se (Dong y col. 2021). Sin embargo, no
hay diferencias significativas (p<0.05) con las harinas acondicionadas y su

respectivo tratamiento extruido.
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Cuadro 12. Contenido de Se (ug/g bs) en harinas de garbanzo germinado con

y sin Se y harina de amaranto.

Muestra Se (ug/g bs)
GC 0.15+0.01°
GSe 8.61+0.322
AM 0.05+0.01°

Los valores son las medias + desviacion estdndar de tres réplicas. Letras
diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05). GC=
garbanzo germinado control; GSe= garbanzo germinado con Se; AM=

amaranto.
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Cuadro 13. Contenido de Se (ug/g bs) en harinas acondicionadas y en

tratamientos de botanas sometidos a extrusion.

Muestra Se (ug/g bs) (previo Se (ug/g bs)
GC: GSe: AM a extrusion) (después de

extrusion)

0:0:2100 0.06 £ 0.1 3¢ 0.04 +023¢
35.5:4.5:60 0.79+0.23 3¢ 0.44 +0.01 3¢

30:0:70 0.06 + 0.023¢ 0.06 +02¢
0:30:70 2.93+0.41248 2.49 £0.28 2B
40:0:60 0.10 +0.03 &¢ 0.09 +0.02 3¢
0:40:60 3.58 £0.16 24 3.33+0.4223A

Los valores son las medias + desviacion estandar de tres réplicas. Letras
minusculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas
(p<0.05), letras mayusculas diferentes en todos los datos indican diferencias
significativas (p<0.05). GC= garbanzo germinado control; GSe= garbanzo

germinado con Se; AM= amaranto.
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Se ha reportado el efecto de un estado 6ptimo de Se en edad infantil
ya que impacta positivamente en la funcidn cognitiva de los nifios (Skréder y
col. 2017). La dosis diaria recomendada para nifios de Se es de 30 ug /dia 'y
el limite maximo recomendado es de 150 ug /dia (NIH, 2019). De acuerdo con
los tratamientos de 35.5%GC/ 4.5%GSe/ 60% amaranto, 30%GSe/ 70%
amaranto y 40%GSe/ 60% amaranto, una porcion de 60 g de cada uno,
proporciona 26.4 pug Se, 149.4 pg Se y 200 pg Se, respectivamente. Esto
indica que el tratamiento de 35.5%GC/ 4.5%GSe/ 60% amaranto, aporta 88%
de la dosis de Se recomendada y su consumo podria ayudar a cumplir con

estas demandas.

3 Digestibilidad de proteina in vitro (DPIV)

De acuerdo con los resultados obtenidos de DPIV (Cuadro 14) se puede
observar que el proceso de extrusion incremento la DPIV de los tratamientos
de botanas al comparar los tratamientos con las harinas de garbanzo
germinado control, garbanzo germinado con Se y amaranto. Los Unicos
tratamientos que tuvieron valores de DPIV significativamente mayores fueron
el 100% amaranto y 30%GC / 70% amaranto. Se observo un incremento del
11.7% de la DPIV en el tratamiento de 100% de amaranto en comparacion
con la harina de amaranto. En cuanto al tratamiento de 30% GC/ 70%
amaranto, este incremento 6.35% y 7.73% su DPIV con respecto al garbanzo
germinado control y amaranto, respectivamente.

Previamente se ha reportado el incremento de la DPIV en las harinas
sometidas a extrusion, tal es el caso de Silvestre-De-Ledn y col (2020),
quienes reportaron un incremento de 4.4% en DPIV en garbanzo después de
ser extruido a 150°C. Por otro lado, Wang y col (2020), reportaron un
incremento de 7.8% y 4.6% en garbanzo y maiz sometidos a extrusion a
150°C. Los autores reportan que el incremento de la DPIV se puede deber a
la inactivacion de inhibidores enzimaticos (inhibidores de tripsina y

guimiotripsina).

88



Cuadro 14. Digestibilidad de proteina in vitro (%DPIV) en harinas de garbanzo

germinado con y sin Se, harina de amaranto y en tratamientos de botanas

obtenidas por extrusion.

Muestra DPIV (%)
GC 71.09+0¢
GSe 72.09 0 bed
AM 70.18 +0 ¢

GC: GSe: AM

0:0:100 78.33+02

35.5:4.5:60 73.80 £ Q Pe

30:0:70 75.61+02

0:30:70 72.9 + ( bed

40:0:60 73.8+ 0"t

0:40:60 7471+0°

Los valores son las medias + desviacion estandar de tres réplicas. Letras

diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05). GC=

garbanzo germinado control; GSe= garbanzo germinado con Se; AM=

amaranto.
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Ademas, la desnaturalizacion de las proteinas inducida por el calor y por
fuerzas de friccion durante el proceso de extrusion, puede mejorar la
accesibilidad de los sitios sensibles a la protedlisis lo que podria facilitar la
digestion enzimatica (Pasqualone y col. 2020).

4 Perfil de acidos grasos en botanas obtenidas por extrusion

En el Cuadro 15 se puede apreciar el perfil de &cidos grasos de las harinas
acondicionadas con aceite de pescado (previas a extrusion) y de los
tratamientos después de la extrusion. Se identificaron 9 acidos grasos por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) en las harinas
acondicionadas y tratamientos de botanas, los cuales incluyen &cidos grasos
saturados (palmitico y estedrico), monoinsaturado (oleico) y poliinsaturados
(linoleico, linolénico, DHA y EPA) y un acido graso trans (elaidico). El aceite
de pescado LYSI, utilizado para enriquecer las harinas contiene DHA y EPA,
por lo que se espera el contenido de estos acidos grasos en los tratamientos.
El &cido graso mas abundante en todas las muestras fue el linoleico (40.55%-
14.73%).

En todos los tratamientos se observo la misma tendencia, ya que la
concentracion de acidos grasos presentes en las harinas acondicionadas fue
mayor que en los tratamientos extruidos. Este resultado esta relacionado con
la concentracion de lipidos presentes en la muestra, como se mencionaba
anteriormente, el porcentaje de lipidos también disminuyé en los tratamientos
extruidos con respecto a las harinas acondicionadas. Sin embargo, el
contenido de lipidos extraidos con hexano en los tratamientos se tomo como
indicador del contenido disponible de lipidos libres, mismos que se utilizaron
para la cuantificacién de acidos grasos. Se ha reportado que el hexano no
puede romper las interacciones iénicas de hidrégeno o hidrofébicas y solo

puede extraer lipidos libres (Thachil y col. 2014). Esto puede indicar que la
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Cuadro 15. Perfil de acidos grasos (%) presentes en las harinas acondicionadas y en las botanas obtenidas por extrusion.

Tratamientos

GC: GSe: AM
Acido graso (%) 0:0:100 35.5:4.5:60 30:0:70
Acon Ext % de Acon Ext % de Acon Ext % de
recuperacion recuperacion recuperacion

Palmitico (C16:0) 18.17 15.52 85.42 13.18 8.6 65.25 15.66 12.91 82.44
Palmitoleico (C16:1)  3.63 3.46 95.32 3.81 2.27 59.58 4.23 3.08 72.81
Estearato (C18:0) 3.88 3.25 83.76 4 2.44 61.00 4.36 3.38 77.52
Elaidico (C18:1) 23.39 19.74 84.40 19.1 12.81 67.07 21.82 18.03 82.63
Oleico (C18:1) 1.06 0.94 88.68 1.06 0.61 57.55 1.16 0.91 78.45
Linoleico (C18:2) 40.55 33.15 81.75 36.57 23.76 64.97 41.54 33.48 80.60
Linolénico (C18:3) 0.95 0.81 85.26 1.36 0.82 60.29 1.42 1.12 78.87
EPA (C20:5) 1.43 1.24 86.71 1.47 0.86 58.50 1.67 1.1 65.87
DHA (C22:6) 2.54 2.17 85.43 2.63 1.58 60.08 2.99 1.97 65.89

GC= garbanzo germinado control; GSe= garbanzo germinado con Se; AM= amaranto; Acon= harinas acondicionadas; Ext=

harinas extruidas.
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Cuadro 15. Perfil de acidos grasos (%) presentes en las harinas acondicionadas y en las botanas obtenidas por extrusion.

Tratamientos

GC: GSe: AM
Acido graso (%) 0:30:70 40:0:60 0:40:60
Acon Ext % de Acon Ext % de Acon Ext % de
recuperacion recuperacion recuperacion

Palmitico (C16) 17.06 7.93 46.48 13.39 1.13 8.44 1449 5.32 36.71
Palmitoleico (C16:1) 4.14 1.89 45.65 3.73 2.81 75.34 3.58 ND -
Estearato (C18) 4.67 2.06 4411 4.02 3.14 78.11 4.15 141 33.98
Elaidico (C18:1) 24.43  11.38 46.58 19.4 16.3 84.02 21.08 8.26 39.18
Oleico (C18:1) 1.19 0.53 44.54 1.04 0.8 76.92 1.06 0.38 35.85
Linoleico (C18:2) 4423  20.59 46.55 37.52 30.86 82.25 39.19 14.73 37.59
Linolénico (C18:3) 141 0.65 46.10 1.39 1.1 79.14 1.33 0.48 36.09
EPA (C20:5) 1.63 0.7 42.94 1.43 1 69.93 1.34 ND -
DHA (C22:6) 2.94 1.29 43.88 2.51 1.8 71.71 241  0.95 39.42

ND= no detectado; GC= garbanzo germinado control; GSe= garbanzo germinado con Se; AM= amaranto; Acon= harinas

acondicionadas; Ext= harinas extruidas.
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disminucién observada en los acidos grasos en los tratamientos extruidos se
puede deber a la interaccion de los lipidos con otros compuestos durante la
extrusion, generando que los lipidos libres antes de la extrusiobn sean menos
accesibles a la extraccion con hexano después de la extrusion. Estas
interacciones se pueden generar con proteinas, carbohidratos o ambas
fracciones (Thachil y col. 2014). Durante la extrusion, el almidon sufre
modificaciones estructurales en presencia de lipidos y la accién simultdnea
del calor, el esfuerzo cortante y la presion puede provocar la formacién de
complejos de amilosa-lipidos (Cervantes-Ramirez y col. 2020).

El tratamiento extruido elaborado con 100% amaranto presento
mayores porcentajes (95.3% - 81.7%) de retencion de acidos grasos con
respecto a los otros tratamientos. Se puede observar que los tratamientos
elaborados con garbanzo germinado con Se, presentaron un menor
porcentaje de acidos grasos comparandolos con los tratamientos con
garbanzo germinado control. El tratamiento con menor contenido de Se
(35.5%GC/ 4.5%GSe/ 60%AM) tuvo mayores porcentajes de retencién en
todos los acidos grasos con respecto a los tratamientos con mayor contenido
de Se (30%GSe/ 70%AM y 40%GSe/ 60%AM). Es posible que el Se en altas
concentraciones actla como prooxidante e impacte negativamente en la
concentracion de los acidos grasos.

La ingesta de &cidos grasos poliinsaturados como DHA y EPA durante
la infancia presenta varios beneficios, tales como el desarrollo y la funcién del
cerebro, mejora la visién, la cognicion, el comportamiento y reduce el riesgo
de enfermedad cardiovascular (Parasannanavar y col. 2021). Segun la FAO
(2012), la dosis diaria recomendada de DHA + EPA en edades de 4—6 afos
es de 150-200 mg y de 6-10 afios es de 200-250 mg. De acuerdo con el
contenido de DHA y EPA en una porcion de 60 g de los tratamientos de
botanas de 100% AM y 35.5%GC/ 4.5%GSe/ 60%AM, se podria cubrir el 53%
y el 32%, respectivamente, de 200 mg de la dosis recomendada. El efecto
beneficioso de la suplementacion con PUFA, ya ha sido investigado por
Portillo-Reyes y col (2014) quienes reportaron que el consumo de tres

capsulas diarias de acidos grasos omega (60 mg DHA y 90 mg EPA por
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capsula) tomadas por nifios desnutridos de 8 a 12 afios mejoro la velocidad
de procesamiento, coordinacion visomotora, integracion perceptiva, atencion
y funcién ejecutiva en mas del 70% de los nifios suplementados con omega-
3.

Por otro lado, resulta importante estudiar la formacion de complejos de
amilosa-lipidos y/o proteina-lipidos después de la extrusion de las harinas, lo
cual seria beneficioso para el producto, ya que con estos complejos
disminuiria la concentracién de lipidos libres sujetos a oxidacion y por ende

impactarian positivamente en la vida Gtil del producto final.
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10.

VII CONCLUSIONES

La germinacion del maiz mejord los minerales importantes para la salud
humana, como Ca (+182%), Fe (+54.8%), Zn (+39.9%) y Mg (+23%). Sin
embargo, el perfil de minerales fue similar entre los granos de maiz,
nixtamal, nejayote y tortilla de todos los tratamientos.

La germinacion de maiz en presencia de selenito de sodio es una
estrategia eficaz para aumentar el contenido de Se en los granos de maiz,
su capacidad antioxidante y su contenido de &cido ferulico.

El maiz germinado con Se obtuvo la mayor actividad antioxidante (+53.8%)
y &cido ferulico ligado (+431.15%) respecto al maiz crudo.

El maiz germinado obtuvo mayor concentracion de acido ferulico ligado
(181%), mayor actividad antioxidante (32%) y mayor actividad
antiinflamatoria que los granos de maiz germinados sin Se.

El proceso de nixtamalizacion del maiz germinado con y sin Se impact6
negativamente en la actividad antioxidante de los granos y de sus
respectivos productos, nixtamal, nejayote y tortilla.

El nejayote obtenido de los tres tratamientos presentd altas
concentraciones de compuestos antioxidantes, los cuales pueden ser

recuperados y utilizados como ingredientes de alimentos funcionales.

. Latortilla de maiz germinado con Se (0.76 ug/g) representa una excelente

opcion para incrementar la ingesta de Se en la poblacion.
De acuerdo con el modelo Gompertz, la Kg predijo que la tasa de
crecimiento tumoral fue mayor en el grupo xenoinjertado y sin

guimioterapia en comparacion con casi todos los tratamientos.

. El tiempo de inflexién del crecimiento tumoral observado para el grupo SQ

fue mayor que el observado en los grupos con dieta rica en Se y con
quimioterapia de 15y 30 mg/kg (Q15Se y Q30Se).
El grupo Q30Se no mostré diferencias significativas de colesterol total y

colesterol HDL con respecto al grupo basal.
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11.El grupo Q30Se mostré mejores resultados en cuanto al Ti y mayor
concentracion de colesterol HDL en comparacion con los grupos SQ y
Q30.

12.Una dieta enriquecida con Se en combinacion con 5-FU para el tratamiento
de cancer mostré mejores resultados con respecto al tratamiento de 5-FU
por si solo.

13.La extrusiéon disminuyo significativamente la concentracion de lipidos libres
en las botanas.
14.El %DPIV fue mejor en los tratamientos extruidos con respecto a las

harinas de garbanzo germinado control, garbanzo germinado con Se 'y

harina de amaranto.
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