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Resumen

En la actualidad se han realizado extensos estudios clinicos que han reportado las
propiedades benéficas del pasto de cebada como infusion o en polvo seco, entre
estos se destaca su efecto antiinflamatorio, inmunoestimulador, antioxidante vy
recientemente su efecto antiproliferativo. El presente trabajo desarrolla el perfil
citotoxico de un extracto de pasto de cebada (EPC), de la variedad Esmeralda en
células transformadas de cancer de mama y préstata. Se realiz6 un extracto
metanodlico y liofiizado de pasto de cebada, el cual fue utilizado para la
determinacién de la concentracién inhibitoria 50 (CI50) que fue de 100 ug/ml del
liofilizado. Para el estudio de citotoxicidad se utilizaron las siguientes lineas
celulares: linea celular de cancer de préstata (PC-3), linea celular de cancer mama
(MCF-7 y MDA-MB 231), y fibroblastos humanos. Se realizé citometria de flujo de
la linea celular de cancer de préstata (PC-3) y de fibroblastos humanos con el
objetivo de analizar la via de muerte de cada una. Los resultado indican que la
muerte celular es de caracter apoptético con arresto del ciclo celular en fase S en
fibroblastos humanos y GO/G1 en cancer de prostata (PC-3), asi como un alto
porcentaje de activacion de caspasas. Por los hallazgos descritos en este trabajo
es de suma importancia para el area de investigacion y desarrollo alimentario,
ampliar esta evidencia in vitro con la finalidad de continuar con estos estudios y
proveer informacion a escala molecular que permita entender los mecanismos
utilizados por EPC y de manera futura ampliar las opciones de consumo de
fitoquimicos que estan disponibles y, a través de su estudio, promover la utilizacion

y consumo optimo de estos en forma de alimentos funcionales.

Palabras clave: Pasto de cebada, fitoquimicos, efecto antiproliferativo, cancer,

apoptosis.



Summary

Nowadays, extensive clinical studies have been carried out that have reported the
beneficial properties of barley grass as an infusion or dry powder, among these its
anti-inflammatory, immunostimulatory, antioxidant and recently its antiproliferative
effect. The present work develops the cytotoxic profile of an extract of barley grass
(EPC), of the Esmeralda variety in cells transformed from breast and prostate
cancer. A methanolic and lyophilized extract of barley grass was made, which was
used for the determination of the inhibitory concentration 50 (IC 50) which was 100
ug / ml of the lyophilisate. For the study of cytotoxicity, the following cell lines were
used: prostate cancer cell line (PC-3), breast cancer cell line (MCF-7 and MDA-MB
231), and human fibroblasts. Flow cytometry of the prostate cancer cell line (PC-3)
and human fibroblasts was performed in order to analyze the pathway of death of
each one. The results indicate that cell death is apoptotic with arrest of the cell cycle
in S phase in human fibroblasts and GO / G1 in prostate cancer (PC-3), as well as a
high percentage of caspase activation. Due to the findings described in this work, it
is very important for the area of food research and development to expand this in
vitro evidence in order to continue with these studies and provide information on a
molecular scale that allows us to understand the mechanisms used by EPC and in
a future, expand the options of consumption of phytochemicals that are available,
and, through their study, promote the use and optimal consumption of these in the

form of functional foods.

Key words: Barley grass, phytochemicals, antiproliferative effect, cancer, apoptosis.
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INTRODUCCION

En la actualidad la poblacion mundial ha considerado tratamientos alternativos
como una opcion para prevenir o tratar algunas enfermedades cronicas no
transmisibles. La fitoterapia ha adquirido gran importancia debido a la amplia
utilizacién de plantas medicinales a lo largo de la historia; promoviendo su desarrollo
e investigacion clinica. El desarrollo, implementacion, utilizacion e innovacion de
plantas, germinados, frutas, semillas, entre otros productos naturales con el uso
sugerido por organismos internacionales como la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) a partir de la década de los noventa es ahora una estrategia para regular el
uso de estos productos.

Actualmente, los efectos de los fitoquimicos en la salud humana estan siendo,
estudiados ampliamente debido a su presencia en los alimentos, asi mismo la
evidencia cientifica prueba en ellos un alto potencial terapéutico en distintas
enfermedades crénico degenerativas, como diabetes mellitus, hipertension, cancer,
entre otras. (Cencic y Chingwaru, 2010).

El cancer es una enfermedad con un indice de mortalidad muy elevado, la literatura
clasica define el cancer como una enfermedad crénica no transmisible producida
por alteraciones en la proliferacion, diferenciacidon y muerte de las células. Las
células cancerosas son capaces de formar tumores malignos que tienden a crecer
de manera invasiva, afectando tejidos y 6rganos normales (Cox y Sinclear, 1998).
Los tratamientos mas utilizados para el tratamiento de cancer se clasifican en
inmunoterapias, radioterapias y quimioterapias; siendo esta ultima la mas agresiva
con mayores efectos secundarios, es por ello que la investigacion actual se enfoca
en desarrollar tratamientos de origen natural que si bien, no sustituyen la terapia
farmacoldégica o quimica, proveen una alternativa para disminuir la aparicion,
sintomas, o la evolucion del cancer (Ishihara y col., 2016).

La finalidad del presente trabajo es proyectar el perfil citotoxico del pasto de cebada
(Hordeum vulgare), de la variedad Esmeralda, ya que se han reportado propiedades

nutracéuticas que abarcan mecanismos antiinflamatorios, antioxidantes vy
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antiproliferativos (Razo-Castro y col., 2013). Los beneficios se han presentado por
Robles-Escajeda y colaboradores (2013), quienes estudiaron el pasto de cebada en
forma de infusion y en extracto liofilizado, los resultados mostraron que el pasto de
cebada posee actividad antiproliferativa preferencial en un panel de lineas celulares
de linfoma y leucemia humana maligna en comparacion con células no cancerosas.
Por lo anterior, para el area de investigacién y desarrollo es de suma importancia
ampliar opciones de consumo de alimentos funcionales a través de su estudio, ya
permite promover la utilizacién y consumo seguro de fitoquimicos con efectos

importantes en el area de la salud.

1. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos Funcionales

Este término fue introducido en Japon a mediados de 1980, y hace referencia a
alimentos procesados que contienen ingredientes que aportan beneficios
adicionales en funciones fisioldgicas especificas (Nicoletti, 2012). Los alimentos
funcionales son similares en aspecto a los alimentos convencionales; y se
consumen como parte de la dieta normal. En contraste con los alimentos comunes,
han demostrado beneficios fisioldgicos y pueden reducir el riesgo de enfermedad
cronica mas alla de las funciones nutricias basicas, incluyendo el mantenimiento de
la salud integral. Por lo tanto, los alimentos funcionales proporcionan al cuerpo la
cantidad necesaria de vitaminas, lipidos, proteinas, hidratos de carbono, vitaminas,
minerales o compuestos bioactivos, necesarios para una supervivencia saludable
(FAO, 2007).

Entre algunos ejemplos de alimentos funcionales, destacan los alimentos que
contienen determinados minerales, vitaminas, acidos grasos o fibra alimenticia, asi
como alimentos a los que se han afadido sustancias bioldgicamente activas, como
los fitoquimicos u otros antioxidantes, y los probioticos, que tienen cultivos vivos de

microorganismos beneficiosos (Hernandez y Hurtado, 2000).
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Los alimentos funcionales pueden considerarse como alimentos o ingredientes
alimentarios que tienen la salud adicional o beneficios fisiologicos por encima del
valor nutricional normal que proporcionan, sin embargo, el punto central es que los
nutracéuticos, productos botanicos y otros remedios herbales, incluyendo la entrada
de nuevos alimentos funcionales, son importantes debido a su aceptacion como

forma moderna de beneficiarse de las sustancias naturales (Nicoletti, 2012).

2.1.1. Nutracéuticos

Un compuesto nutracéutico se puede definir como un suplemento dietético,
presentado en una matriz no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.), de una
sustancia natural bioactiva concentrada, presente usualmente en los alimentos y
que, tomada en dosis superior a la existente en esos alimentos, presumiblemente,
tiene un efecto favorable sobre la salud mayor que el que podria tener el alimento
normal (Sociedad Espafola de Cardiologia, 2000). El término "nutracéutico" fue
acuiado a partir de las palabras "nutricion" y "farmacéutico" en 1989 por el Dr.
Stephen De Felice, fundador y presidente de la Fundacion para la Innovacién en
Medicina, Cranford, New Jersey. Varias sustancias de los alimentos de origen
natural han sido estudiadas en terapias contra el cancer. La vitamina E, selenio,
vitamina D, el té verde, soya, y licopeno son ejemplos de nutracéuticos ampliamente
estudiados en la salud humana. Asi mismo, se ha encontrado que muchos de estos
compuestos "naturales” tienen un alto potencial terapéutico (Cencic y Chingwaru,
2010).

Las plantas medicinales han jugado un papel importante en el area de los
nutracéuticos, ya que son fuente de compuestos bioactivos que se han utilizado
desde épocas ancestrales, y se siguen utilizando por el alto valor terapéutico que
poseen (Lahouar y col., 2015).

El area cientifica que integra la gendmica en la ciencia de la nutricion es la
nutrigendmica. Utiliza herramientas de genomica funcional para la identificacion los
genes que estan influenciados por componentes de los alimentos, lo que resulta en
alteraciones en vias homeostaticas en un sistema bioldgico. Las técnicas

cuantitativas para el estudio integrado o independiente de los nutrientes sobre los
13



cambios sutiles en la expresidon génica (transcriptdmica), proteinas (protedémica), o
metabolitos (metabolémica) en una sola célula, asi como todo el organismo han
aumentado el conocimiento sobre la interaccion de nutrientes-gen para ampliar la
investigacion nutricional profundamente (Kummar y col., 2016).

Los alimentos funcionales no dejan de ser alimentos y deben demostrar sus efectos
en las cantidades que se consideren normales para su consumo en la dieta. Aunque
en algunos casos, si se consumen regularmente pueden aportar la proteccion
deseada (Hernandez y Hurtado, 2000).

2.1.2. Fitoquimicos

En la década de los sesenta, la OMS como organismo rector de la salud mundial,
comenzo a desarrollar conocimiento cientifico sobre la medicina tradicional y natural
con el objetivo de alcanzar la salud para todos en el afio 2000, y con esta finalidad,
legalizé la medicina tradicional como principal fuente promotora de salud. Asi nace
el desarrollo de plantas potencialmente medicinales con técnicas de analisis a
través de la Fitoquimica, estableciendo la relacion estructura-actividad (Alvarez y
Serrano, 2012). La presencia de fitoquimicos, ha sido considerada de crucial
importancia nutricional en la prevenciéon de enfermedades cronico-degenerativas.
Los principales fitoquimicos con actividad antioxidante comprobada son: los
polifenoles, los ginkolidos y los compuestos organosulfurados (Sanchez y Mendoza,
2003).

Compuestos naturales contenidos en los alimentos clasificados como fitoquimicos
pueden contener propiedades anticarcinogénicas y otros beneficios referidos como
quimiopreventivos. Uno de sus mecanismos predominantes en esta accidn es su
actividad antioxidante y, por tanto, su capacidad para estabilizar radicales libres.
Los compuestos mas estudiados a los que se atribuye esta actividad son vitaminas
contenidas en alimentos, polifenoles de las plantas y pigmentos de los carotenoides
(Yahia, 2010).

Frutas y vegetales historicamente han sido considerados fuentes de fibras y

nutrientes importantes, y en los ultimos afos, se han reconocido como fuente de
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fitoquimicos que aportan un beneficio a la salud ya sea ingeridos individualmente, o
en conjunto (Stavric, 1994).

Este término también se refiere a un extracto estandarizado que es producido para
contener un nivel constante de uno o mas constituyentes fitoquimicos que son
extraidos del producto natural que contiene un compuesto especifico, todo ello, para
lograr la calidad en los productos herbarios, para esto es necesario:

-Controlar el nivel de componentes bioactivos a través de la identificacion vy
cuantificacion de estos en un medicamento herbario.

-Determinar el nivel de efectividad de cada componente del fitofarmaco a través de
un ensayo especifico.

-Asegurar que los componentes estén presentes en la cantidad deseada o
estandarizada en cada produccidn de este fitofarmaco (Asociacion Norteamericana
de Productores de Fitofarmacos, 2012).

Los fitoquimicos en frutas y verduras pueden tener mecanismos complementarios
de agentes oxidantes, la estimulacion del sistema inmune, la regulacion de la
expresion génica en la proliferacion celular y la apoptosis, metabolismo de las
hormonas, y los efectos antibacterianos y antivirales (Sun y col., 2002).

2.2. Pasto de cebada

El pasto de cebada es un cereal que pertenece a la familia de las gramineas, se le
denomina pasto o hierba joven cuando su altura es de 20 a 28 cm, es el cuarto
cereal mas cultivado del mundo encontrandose por debajo del trigo, arroz y maiz.
El 65% del cereal cultivado es utilizado como forraje, el 33% como materia prima en
la elaboracion de cerveza (malta) y el 2% es destinado al consumo humano (ldehen
y col., 2016). Para su desarrollo 6ptimo basta sembrarlo con una profundidad de 30
cm, posee alta tolerancia a la salinidad y alcalinidad del suelo y se desarolla con un
pH de 6.5 a 8. El rendimiento de este cultivo es sumamente 6ptimo en climas
semiraridos. En nuestro pais, la siembra de este cereal se practica en 23 estados,
y su produccion en los ultimos afios se ha incrementado debido a las demandas
nacionales e internacionales que abarca este mercado (Beltran y col., 2011).
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2.2.1 Fitoquimicos en pasto de cebada

Debido a que los fitoquimicos son metabolitos secundarios producidos por
alimentos como frutas, verduras o cereales, cabe sefialar que los metabolitos
primarios son aquellos que estan presentes en los alimentos, como hidratos de
carbono, proteinas, lipidos, fibra soluble e insoluble (Sawicki y col., 2016). Los
fitoquimicos que se han encontrado en el pasto de cebada pueden estar presente
en tres formas: libre, conjugada y unida por medio de enlaces. Dentro de los mas
de 6,500 fitoquimicos identificados en extractos naturales, el pasto de cebada posee
flavonoides, lignanos, acidos fendlicos, fitoesteroles, tocoles (tocoferoles y
tocotrienoles) y folatos respectivamente. La finalidad de mantener estos
fitoquimicos y aumentar la biodisponibilidad de sus constituyentes es en parte, para
que una vez absorbidos se metabolicen y puedan contribuir de manera sinergica a
través de vias directas mejorando efectos antiinflamatorios, antioxidantes o de

antiproliferacion principalmente (Okarter y Liu, 2010).

2.2.2. Usos y consumo del pasto de cebada

Esta documentado que la utilizacion del pasto de cebada como alimento basico se
remonta aproximadamente 8000 afos ac., siendo utilizados por los griegos,
romanos, egipcios y chinos. Esta utilizacion ha sido debido a sus caracteristicas
positivas como sustento de energia y nutrientes primarios (vitaminas, minerales,
fibra, etc.). Despertando asi, un especial interés en su investigacion (Lahouar vy col.,
2015). De acuerdo a sus usos, el 65% de la produccion mundial se utiliza como
alimento para animales (forraje), el 33% se utiliza como materia prima en la
produccion de cerveza, unicamente el 2% es destinado al consumo alimentario

humano (ldehen y col., 2017).

2.2.3. Antioxidantes y pasto de cebada

Los radicales libres son moléculas altamente inestables producidas en la respiracion
aerobia. Un radical libre se define como especie quimica de existencia

independiente, que posee uno o mas electrones desapareados en su orbital exterior
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capaz de oxidar moléculas biologicas importantes como carbohidratos, lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, infligiendo un dano importante y produciendo un
desequilibrio en la cadena de transporte de electrones (Pham-Huy y col., 2008). A
esta oxidacion se le denomina estrés oxidativo, y puede potenciarse por factores
ambientales y fisiolégicos que contribuyen a aumentar la cantidad de oxidantes.
Algunos ejemplos son: contaminacion, radiacion, consumo de ciertas drogas, humo
de cigarrillos, consumo excesivo de alcohol, isquemia, infecciones, estrés fisico o
mental y envejecimiento (Galano y col., 2016).

Las especies reactivas son tanto de oxigeno como de nitrégeno y pueden ser
producto del estrés del reticulo endoplasmico, el plegamiento de proteinas y la
degradacion mediada por proteasoma. Las mitocondrias son poderosas maquinas
de reacciones redox; por lo tanto, pueden producir compuestos toxicos (como acido
sulfhidrico, peroxinitrito y nitrato). (Bjarklund y Chirumbolo, 2016)

Los antioxidantes pueden ser producidos endégenamente o adquiridos a partir de
alimentos, o suplementos dietéticos. Algunos ejemplos de antioxidantes quimicos
endogenos son melatonina, coenzima Q10, glutation y acidos lipoicos; sin embargo,
algunos de ellos también pueden estar involucrados en el sistema de defensa
enzimatica. Los antioxidantes quimicos exdgenos vienen de numerosas fuentes,
gue pueden ser clasificadas como naturales o sintéticas dependiendo de como se
producen. Los antioxidantes quimicos son especies que ofrecen proteccion contra
el estrés oxidativo por métodos no enzimaticos y han demostrado ser utiles en la
prevencion y el tratamiento de numerosos trastornos de salud (Galano y col., 2016).
El pasto de cebada se promueve como fuente de antioxidantes, reconociéndose
entre estos la o-glicosil isovitexina, la superdéxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT), la vitamina E, la vitamina C y los carotenoides (Paulickova y col., 2007).
Contiene cantidades significativas de calcio, cobre, hierro, magnesio, potasio, zinc,
B-caroteno, folato, acido pantoténico, vitaminas B1, B2, B6, C, E y clorofila. Sin
embargo, el contenido de nutrientes de todas las variedades de cebada depende
del lugar de cultivo, de la calidad del suelo, de la precipitacion media y de la técnica
de cosecha (Droushiotis, 1984).
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Los antioxidantes exdgenos proporcionados por la dieta habitual, son una fuente
muy utilizada por la poblacidn actualmente, puesto que proveen la capacidad de
neutralizar radicales libres, sin embargo, el sistema de radicales libres no debe
eliminarse completamente, pues es necesario en pasos intermedios de reacciones

bioquimicas metabdlicas (Mejia, 2010).
2.2.4. Actividad antioxidante en extractos naturales de origen vegetal

Estudios preclinicos y epidemiolégicos han encontrado una asociacion inversa entre
efectos protectores de plantas sobre diversas complicaciones y estas plantas son
ricas en fitoquimicos con actividad antioxidante como los polifenoles (Nasri y col.,
2014). Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en
comprobar que un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable,
dafo que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicion es
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o muestra. Los distintos
métodos difieren en el agente oxidante, en el sustrato empleado y la técnica
utilizada, asi como en las posibles interacciones de la muestra con el medio de
reaccion (Frankel and Meyer, 2000). El mecanismo por el cual los antioxidantes
naturales pueden contribuir a prevenir enfermedades relacionadas con estrés
oxidativo no es muy claro, sin embargo este efecto funciona como parte de redes
elaboradas de actividad sinérgica entre ellos, o que puede mejorar la respuesta al
tratamiento en pacientes con enfermedades crdnicas existentes (Rafeian y col.,
2013).

2.2.5. Capacidad antioxidante de pasto de cebada

La capacidad antioxidante se define como uno o mas sistemas que retrasan la
autoxidacion inhibiendo la formacion de radicales libres o interrumpiendo la
propagacion del radical libre por uno o mas mecanismos, principalmente por medio
de especies depuradoras que inician la peroxidacion, o mediante metales quelantes.
Estos son capaces de extinguir la oxidacion de O2, prevenir la formacion de
peroxidos, romper la reaccion en cadena oxidativa o reducir las concentraciones de
O2 localizadas (Brewer, 2011).
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Ejemplos de radicales libres de oxigeno, conocidos como especies reactivas de
oxigeno (ROS), incluyen iones superoxido (O2 ), hidroxilo (OH ), peroxilo (ROO "),
alcoxilo (RO ") y 6xido nitrico (NO). Los radicales hidroxilos (vida media 10-9 s) y
alcoxilo (semivida de segundos) son muy reactivos y atacan rapidamente las
moléculas en células cercanas. Probablemente el dafo causado por ellas es
inevitable y es tratado por reparacién. Ademas de esos radicales, en los organismos
vivos hay otros no radicales, tales como el oxigeno (0O2), peréxido de hidrégeno
(H202), y acido hipocloroso (HOCI) (Murray y col., 2015).

La actividad antioxidante se lleva a cabo mediante una transicion redox, a través de
la cual la molécula antioxidante libera un atomo de hidrégeno que puede ser captado
por un radical libre, o permitiendo la formacion de ligandos que faciliten la quelacion
de iones metalicos (Fe2+, Cu2+, Zn2+) y la interaccion con enzimas. Los
flavonoides y acidos fendlicos tienen la propiedad de interceptar y reaccionar con
agentes oxidantes como enzimas, metales y radicales libres (Vargas y col. 2013).
Las especies reactivas de oxigeno y otros radicales libres se producen en el
metabolismo aerodbico en las células de manera natural, sin embargo, un balance
redox intracelular es de suma importancia para asegurar la viabilidad, el crecimiento
y las funciones celulares (Ugartondo, 2009).

La capacidad antioxidante evaluada in vitro puede usarse como un indicador
indirecto de la actividad in vivo. La mayoria de los métodos para determinar
capacidad antioxidante consisten en acelerar la oxidacion en un sistema biologico.
En un producto alimenticio, esta capacidad esta determinada por interacciones
entre diferentes compuestos con diferentes mecanismos de accién. Por esto mismo,
la determinacion de la capacidad antioxidante de extractos complejos se lleva acabo
usualmente por diferentes métodos complementarios, que evaluen diversos

mecanismos de accion (Mercado y col., 2013).

2.2.6. Evaluacion de efectos del pasto de cebada en la salud humana

El cultivo celular se ha establecido para estandarizar e implementar procedimientos
que permitan entender mecanismos celulares. Tiene como finalidad seguir

rigurosamente un método estandarizado para conocer las condiciones bajo las
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cuales actua un compuesto de interés, representando asi, el punto de partida para
aplicaciones técnico-cientificas en el area de la salud (Salazar, 2009).

El pasto de cebada y sus compuestos bioactivos incluyen actividades antioxidantes
e inmunomoduladoras que se asocian con la prevencion de aparicion de cancer. La
mayoria de los estudios sobre la quimioprevencion de la carcinogénesis por la
cebada han sido en un modelo in vitro y han involucrado principalmente el efecto de
la fibra contenida en el cereal, especialmente el 3-glucano (Idehen vy col., 2017).

El B-glucano es la fibra soluble mas abundante que se ha encontrado en avena y
cebada, también se han encontrado compuestos fendlicos, tocoles, esteroles, todos
ellos compuestos bioactivos a los que se les ha atribuido un efecto cooperativo entre
esta fibra y estos fitoquimicos. Los fitoquimicos que se metabolizan en el cuerpo
pueden contribuir a través de vias directas y sinérgicas para impactar en la salud a
través de efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antiproliferativos (Sawick y col.,
2016). Después de identificar y comprobar que los fitoquimicos tienen efectos
reguladores sobre el ciclo celular de un proceso tumoral, cada vez existe mas
aceptaciéon de que las plantas son recursos importantes para la sintesis de farmacos
anticancerigenos, puesto que las especies de plantas han sido utilizados desde
tiempos antiguos y hoy en dia es una tendencia la evaluacion de sus efectos debido
al aumento de la incidencia de cancer (Bahmani y col., 2017).

3.1. Cancer

3.1.1. Prevalencia de cancer a nivel mundial

La estadistica actual del cancer, representa y describe lo que ocurre en grandes
grupos de personas y ofrece una imagen a través del tiempo de una tendencia para
medir y controlar factores que permitan ampliar su estudio.

Segun National Cancer Insittute, se prevé que, en este afo, los canceres con mas
incidencia a nivel mundial sean: cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de
préstata, cancer de colon y recto, cancer de vejiga, melanoma de piel, linfoma no
Hodgkin, cancer de tiroides, cancer de rindn y pelvis renal, leucemia, cancer de

endometrio y cancer de pancreas. De acuerdo a esta tendencia, el numero de casos
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nuevos aumentara a 22 millones en las siguientes 2 décadas, ya que no es una
enfermedad exclusiva del adulto. En 2014, se estim6 que 15,780 nifios vy
adolescentes de 0 a 19 afos recibieron un diagnostico de cancer y 1960 murieron
por la enfermedad solamente en Estados Unidos (National Cancer Institute, 2015)
Siguiendo datos de la OMS en el Informe mundial sobre el cancer en 2014, los
canceres diagnosticados con mas frecuencia en hombres fueron los de pulmén,
préstata, colon y recto, estomago e higado; y en mujeres fueron los de mama, colon
y recto, pulmén, cuello uterino y estbmago. Mas del 60% de los nuevos casos
anuales totales del mundo se producen en Africa, Asia, América Central y
Sudamérica y estas regiones representan el 70% de las muertes por cancer en el
mundo (OMS, 2014).
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Figura 1. Distribucion mundial de cancer.

Fuente: Globocan, 2012.

3.1.2. Prevalencia de cancer en México

En la regidn americana se registraron 2.8 millones de casos nuevos y 1,3 millones
de muertes a consecuencia del cancer, en el 2012. Las proyecciones indican que el

numero de muertes por cancer en América aumentara de 1,3 millones en el 2012
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hasta 2,1 millones en el 2030. Este aumento se debe principalmente al crecimiento
y envejecimiento de la poblacion y al cambio en los estilos de vida. Los paises de
bajos y medianos ingresos seran los que sufran un mayor aumento de los casos de
cancer si no se reduce la exposicion a los factores de riesgo. Entre el 2012 y el
2030, se espera que el numero de casos nuevos de cancer se incremente en un
67% en América Latina y el Caribe, aumento superior al esperado en Norteamérica
(41%). El cancer de pulmoén es la principal causa de muerte por cancer en mujeres
en Norteamérica, mientras que el cancer cervicouterino es uno de los tipos de
cancer con una mayor mortalidad en mujeres en Centroamérica; el cancer de
estdmago es la quinta causa de mortalidad por cancer en ambos sexos en Ameérica
Latina y el Caribe, mientras que en Norteamérica este no figura entre las primeras
15 causas de mortalidad por cancer (Portal for International Cancer Research:
Cancer Epidemiology and Genetic Database, 2012).

En los Estados Unidos Mexicanos, la incidencia de cancer sigue el patron
internacional y segun el Centro Internacional de Investigadores sobre el Cancer, la
supervivencia a este padecimiento difiere alrededor del mundo, sin embargo, se

observa el aumento significativo de tal cifra en paises

México
Poblacién total: 121,000,000 Total de muertes: 605,000
Grupo de ingresos: Medianos altos Esperanza de vida al nacer: Total:76 Hombres:73 Mujeres:79

Hombres Mujeres
Préstata
17.0%

Traguea,
bronquics y
Otro pulmones
a.% "% Owro
50.4%

Estémago
92%

Colorrectal 74%
7.1%

Figura 2. Distribucion de mortalidad por cancer. Perfiles Oncoldgicos de la OMS, 2012.
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Figura 3. Incidencia de cancer en México. Perfiles Oncolégicos de la OMS, 2012.

3.2. Definicién de cancer

El cancer se define como una enfermedad crénica producida por alteraciones en la
proliferacion, diferenciacion y muerte de las células. Debido a lo anterior, las células
cancerosas son capaces de formar tumores malignos que tienden a crecer de
manera invasiva, afectando tejidos y 6rganos normales (Cox y Sinclear, 1998). El
cancer es un conjunto de enfermedades crénicas no transmisibles, que se
caracteriza por alcanzar una alta concentracion celular, y aun cuando su causa no
pueda ser identificada precisamente, todavia resulta posible deducir que el proceso
de carcinogénesis se extiende sobre determinados periodos de tiempo. Asi mismo,
esta multiplicacion celular descontrolada de células anormales tienen velocidades
de crecimiento mas rapidas, razon por la cual, puede avanzar desde un tumor
localizado confinado a su zona de origen, por invasion directa o por metastasis a
través del sistema linfatico. El cancer puede comenzar casi en cualquier tejido,
incluida la sangre, y solamente el diagnostico precoz aumenta las posibilidades de

mejorar el pronostico (Encyclopaedia Britannica of Cancer, 2011).
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3.2.1. Clasificacion de cancer

Los tumores se dividen en dos grupos principales segun su comportamiento:
benignos y malignos, y, esta clasificacion depende de tres caracteristicas basicas:
que el tumor se mantenga localizado, que la extirpacidon pueda realizarse con cirugia
local, y, por ultimo, su capacidad de diseminacion (Robbins y col., 2015).

Segun el origen y el comportamiento biolégico del tumor, asi como su histogénesis,
se citan algunos ejemplos de clasificacién y nomenclatura de tumores:

Tabla 1. Ejemplo de clasificacion de tumores de acuerdo al origen del tejido.
Adaptado de: Zicre 2012.

Célula o Tejido de origen Benigno (sufijo Maligno (sufijo
oma) sarcoma)
Tejido Fibroso Fibroma Fibrosarcoma
Tejido Adiposo Lipoma Liposarcoma
Tejido Cartilaginoso Condroma Condrosarcoma
Tejido Oseo Osteoma Osteosarcoma
Tejido Muscular Liso Leiomioma Leiomiosarcoma
Tejido Muscular Estriado Rabdomioma Rabdomiosarcoma
Vasos Sanguineos Angioma Angiosarcoma
Vasos Linfaticos Linfangioma Linfangiosarcoma

Tabla 2. Ejemplos de clasificacion de tumores de acuerdo a su origen
Adaptado de: Zicre 2012.

Origen Benigno Maligno
Glandula Tiroides Adenoma Adenocarcinoma
Epitelio Gastrico Adenoma Adenocarcinoma
Epitelio Esofagico Papiloma escamoso Carcinoma escamoso
Epitelio Vesical Papiloma transicional Carcinoma transicional
Células Hepaticas Adenoma Carcinoma hepatocelular
Melanocitos Nevus Melanoma
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3.2.2. Carcinogénesis

La estructura de las células tumorales es extremadamente variable, y la
consecuencia es un desequilibrio entre la masiva division celular no compensada
por la pérdida o la muerte celular, que da lugar a la aparicién de masas de células
que danan los tejidos y organos del hospedador, conociéndose esto como
carcinogénesis (Planas y col., 2010).

Este mecanismo se desencadena cuando ocurre un estimulo anémalo hacia la
célula (DNA), que produce cambios en los genes y consiguiente activacion de
oncogenes ya sea por radiacion ionizante (rayos X, gamma), por radiacion no
ionizante (rayos UV), agentes quimicos exdgenos (agentes alquilantes, bleomicina)
y agentes quimicos enddgenos (especies reactivas de oxigeno). Estos procesos
dan como resultado un producto anormal del gen (oncoproteina), y comienza la
produccion inapropiada de proteinas estructuralmente normales promotoras del
crecimiento (Villasefor y Martinez, 2009).

La carcinogénesis un proceso dinamico en el que intervienen un gran numero de
variables y se divide en distintas estadios temporales y espaciales. Este proceso se
divide en tres etapas principales denominadas: iniciacién, promocion y progresion
(Planas y col., 2010).

El proceso de carcinogénesis requiere eventos especificos y cruciales tales como
inestabilidad genomica, desregulacion del ciclo celular, induccién de mecanismos
de mantenimiento de longitud de telémeros, entre otros (Burnworth y col., 2007).
Consta de 3 etapas principalmente: iniciacion, promocidén y progresion, que se

describen a continuacion.

3.2.3. Iniciaciéon

Proceso por el cual el dafo critico del ADN en la célula se vuelve permanente,
debido a que esta se divide antes de su reparacion, o bien, por un fallo en este
proceso (Rubin y col, 2003). Ocurre a nivel del genoma y las alteraciones

pueden darse en los tumores benignos y malignos. Los agentes que
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actian en la primera etapa pueden ser fisicos, quimicos o virales (Instituto
Nacional de Salud Publica, 2011).

3.2.4. Promocioén

Si sobre las células iniciadas actuan de nuevo y de forma repetida los agentes
carcinogenos, la multiplicacion celular comienza a ser mas rapida y la probabilidad
de que se produzcan nuevas mutaciones aumenta (Asociacion Espanola Contra el
Cancer, 2016). Esta etapa representa el crecimiento tisular con la formacién del
tumor. Participan los factores de crecimiento y los receptores a estos factores de
crecimiento, asi como también la angiogénesis y degradacion de las matrices

extracelulares (Instituto Nacional de Salud Publica, 2011).

3.2.5. Progresion

Por ultimo, las células iniciadas y promocionadas sufren nuevas mutaciones y cada
vez se hacen mas andmalas en su crecimiento y comportamiento. Adquieren la
capacidad de invasion, tanto a nivel local infiltrando los tejidos de alrededor, como
a distancia, originando las metastasis. La progresion implica la capacidad de invadir
tejidos vecinos o a distancia, por parte de la célula tumoral maligna. Esa capacidad
esta codificada también en los genes de la misma con modificaciones estructurales

y funcionales (Instituto Nacional de Salud Publica, 2011).

3.2.6. Tratamientos mas utilizados

Dentro de los tratamientos para tratar el cancer se requieren consideraciones
especificas de acuerdo al estadio y tipo del neoplasia. Cuando esta se encuentra
localizada y es de tamafo pequeio la cirugia combinada con radioterapia es de
buen prondéstico. Por otra parte, la quimioterapia puede ser eficaz si se aplica desde
con diagndstico oportuno, es por ello que se selecciona de manera cuidadosa el
tratamiento principal, que abarca la cirugia, radioterapia y el tratamiento sistémico
respectivamente (National Cancer Institute, 2016).

Con base a ejemplos bien estudiados, cada clase de carcindgeno actua acelerando
algunos de los pasos en la produccion celular (Cairns y col., 1991).
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Un tumor o conjunto de tumores que se adhieren a cualquier parte donde crecen de
forma pertinaz; pueden invadir y destruir estructuras adyacentes, asi como
extenderse a zonas alejadas (metastasis). Por otro lado, los trastornos
hematologicos malignos (leucemia) ocurren cuando la proliferacion y desarrollo
anormal de leucocitos, sus precursores en la sangre y la médula 6sea comprometen
a cualquiera de los subgrupos de leucocitos, a los leucocitos polimorfonucleares, a
los linfocitos o a los monocitos; y la hematopoyesis normal se encuentra suprimida.
Causando un dafio en la médula ésea y disminuyendo el recuento de células
sanguineas (Lindhe y col., 2008).

Las células de los tejidos de los organismos vivos usualmente se dividen con cierto
ritmo caracteristico sustituyendo a las células que mueren, manteniendo asi un
equilibrio. En el caso de los tumores, las células escapan a la accidn de los factores
que controlan la mitosis, reproduciéndose en exceso y ocasionando un dafio
organico. Los tumores se diferencian entre si no solo por la histogénesis, sino
también por la estructura, modo de crecimiento y grado de patogenicidad, sin
embargo, comparten algunas caracteristicas comunes como la proveniencia de
células preexistentes en el organismo o crecimiento atipico y sin causa aparente; y
una de las caracteristicas mas importantes del cancer es la capacidad para una
proliferacion celular aumentada. Esta propiedad puede ser causada por factores
fisicos, quimicos, genéticos o bioldgicos. Existen distintas formas en que se
presenta la enfermedad, pero su fisiopatologia basica comprende alteraciones en
cualquier punto de la maquinaria molecular que gobierna al ciclo celular (Golias y
col., 2004). Para utilizar un tratamiento especifico se requiere una evaluacion sobre
el tumor o tipo de cancer y posteriormente la eleccidon de un tratamiento, la radiacion
consiste en la destruccion o dafo a las células cancerosas para impedir su
crecimiento. Actualmente existen implantes radioactivos que se colocan en el
interior del cuerpo en pequefos contenedores dentro o cerca del tumos, lo cual
minimiza el area de radiacion a la cual puede aplicarse menor dosis. La
guimioterapia es otro mecanismo en el cual de manera intravenosa se administra

uno o mas medicamentos para alcanzar de manera sistémica las células con cancer
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o bien, reducir el tamafio del tumor ya existente. Por ultimo, otra alternativa para
tratar el cancer es la terapia biolégica o inmunoterapia, la cual consiste en utilizar el
sistema inmunologico para potenciar el efecto de la terapia seleccionada y asi
disminuir los efectos secundarios (American cancer society, 2015).

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La muerte celular es esencial para el desarrollo, la homeostasis de los tejidos y la
inmunidad. Poca apoptosis puede promover cancer y enfermedades autoinmunes;
demasiada apoptosis puede aumentar las condiciones isquémicas y conducir la
neurodegeneracion (Czabotar y col., 2014). Es por ello que las proteinas pro y anti
apoptoticas en un sistema bioldgico, estan especialmente equilibradas, pero existen
numerosos agentes o factores que alteran este equilibrio, por lo que, uno de los
principales objetivos del tratamiento del cancer, es inducir a las células cancerosas
a apoptosis y, por tanto, disminuir la masa tumoral o su propia progresion
(Cunningham y You., 2015). Con base a lo anterior, se han descrito beneficios que
el pasto de cebada tiene en el campo de la medicina tradicional o naturista como
quimiopreventivo, sin embargo, se requieren estudios que sustenten con pruebas
cientificas la efectividad como tratamiento coadyuvante en el tratamiento de
enfermedades crénicas no transmisibles, asi como el mecanismo de accidn de este
producto en enfermedades tales como el cancer. Los estudios que existen en la
actualidad sobre el efecto del pasto de cebada en esta patologia son escasos y
poco descritos, por ello la importancia de ampliar esta evidencia y conocimiento
sobre los efectos de este en la salud humana y la importancia que puede adquirir

SuU avance en ciencia basica.
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IV.  JUSTIFICACION

Debido a la importancia que ha adquirido el conocimiento de las funciones e
implicaciones de los fitoquimicos contenidos en alimentos vegetales y sus efectos
positivos en enfermedades crénicas no transmisibles, el caso del pasto de cebada
no es excepcion, puesto que los hallazgos apuntan hacia un efecto de citotoxicidad
que se desea comprobar. Eltrabajo que antecede esta investigacion en el que Soto
y colaboradores (2017) arrojan como resultado que el extracto metandlico liofilizado
de pasto de cebada exhibe una alta concentracién de flavonoides (12.11 ug de
equiv. Rutina/g) con respecto a fenoles totales (0.41 mg equiv. Ac. Galico/g de
muestra) y taninos (0.06 mg equiv.(+) catequina/g de muestra). En este mismo
trabajo, el extracto no tuvo capacidad antioxidante elevada, no obstante, es
importante resaltar que los resultados dan pauta para estudiar el alto contenido de
flavonoides antes mencionado y su relacion en procesos carcinogénicos; puesto
que la evidencia apunta su implicaciéon en efectos antiproliferativos mediante
diversos mecanismos de accidon como induccién de apoptosis, arresto de ciclo
celular, modulacién de vias de sefalizaciéon de muerte 0 aumento de la produccion
de especies reactivas de oxigeno mitocondrial. En otro trabajo realizado por Razo y
colaboradores (2013) se demostré que un extracto de pasto de cebada (Hordeum
vulgare) (EPC) de la variedad Esmeralda, afecto la proliferacion y la sobrevivencia
de una lineas celular de cancer de mama (MCF-7). Por lo anterior, se requiere
realizar pruebas de citotoxicidad in vitro en diferentes lineas celulares para conocer
el aspecto diferencial, asi como poner las bases que permitan entender el
mecanismo por el cual se produce la disminucion en la proliferacién celular, que
actualmente no se ha revisado a fondo para la variedad Esmeralda.

Es fundamental establecer sustento cientifico y conocimiento sobre los efectos del
extracto de pasto de cebada como alimento funcional, este proceso incluye la
sensibilidad hacia lineas celulares transformadas y no transformadas, asi como la

via de muerte inducida de manera diferencial.
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V. HIPOTESIS

El extracto de pasto de cebada (EPC) variedad Esmeralda tendra un efecto anti-
proliferativo por medio de actividad apoptotica y arresto del ciclo celular en modelos

de cancer in vitro.
VI.  OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Evaluar el perfil citotdéxico del extracto de pasto de cebada (Hordeum vulgare) en
lineas celulares transformadas de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB 231), cancer
de préstata (PC-3) y fibroblastos humanos, asi como la via de muerte expresada en

linea celular sana y con cancer.

6.2. Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion minima con efectos anti-proliferativos y citotoxicos
de EPC en células transformadas de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB), cancer
de prostata (PC-3) y fibroblastos humanos.

2. Evaluar el efecto de EPC en la muerte celular por apoptosis y arresto del ciclo

celular en una linea celular sana y otra con cancer.
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VII. MATERIALES Y METODOS

Obtencioén de la muestra

|

Extracto metandlico

|

Liofilizado

|

Cultivo Celular
CI50

|

Citometria de flujo

7.1. Obtencion de la muestra

La semilla de pasto de cebada (Hordeum vulgare) de la variedad esmeralda, fue
obtenida en INIFAP Celaya.

En la Facultad de Ingenieria, Campus Arroyo Seco, Querétaro se cultivo el pasto de
cebada de la variedad esmeralda; esta region presenta un clima semi-seco, lo cual
favorece el crecimiento y desarrollo del pasto de cebada, ya que un exceso de
humedad disminuye la tasa de crecimiento del vegetal.

El pasto de cebada fue podado al alcanzar una altura de 11 a 12 pulgadas (28 a 30
cm). Las muestras fueron secadas en una estufa (Shel lab 1375 Fx, USA) a una
temperatura de 40°C por 24 horas, posteriormente fue pulverizado en un molino
(Thomas Scientific Model 4 Wiley, USA) con una criba de 0.5 mm y asi se obtuvo
una harina del pasto de cebada. Se realizaron muestras compuestas y se

almacenaron a una temperatura de -70°C hasta su utilizacion.
7.2. Extracto metandlico

Para la obtencion del extracto del pasto de cebada (EPC) se tomaron 20 g de
muestra compuesta del pasto de cebada molido y se agregaron 200 ml de
metanol/agua (80:20 v/v). Se colocd en agitacion constante y en ausencia de luz por

24 horas. El extracto metandlico-acuoso fue filtrado a través de un papel filtro
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(Whatman 541) y la solucion roto-evaporada a una temperatura de 40° C y con una
presion de vacio de 400 mmHg. El residuo fue liofilizado y almacenado en frascos

ambar a temperatura de refrigeracion.
7.3 Curva dosis-respuesta

Se emplearon tres lineas de diferente origen tumoral humano y crecimiento
adherente en monocapa: carcinoma de préstata (PC-3) y adenocarcinoma de mama
(MCF-7 y MDA-MB 231) asi como la linea celular no transformada de fibroblastos
humanos, todas provenientes de ATCC.

Para el analisis de la curva dosis respuesta, se sembraron 1x10° células por pozo,
en placas de 24 pozos con medio de cultivo (DMEM / F12-K) con 10% de suero fetal
bovino (SFB), en volumen de 500 pL bajo condiciones de 37°C y 5% de CO2.
Cuando las células se encontraron bajo confluencia del 80% (48 h), se cambiaron
las condiciones con medio al 2% de SFB por un periodo de 24 h para llevar
sincronizacion del ciclo celular. Pasado este tiempo, se cambiaron las condiciones
de todos los pozos, sustituyendo el grupo control con albumina sérica bovina (ASB)
al 0.5%. Los grupos de tratamiento con el EPC seran preparados en
concentraciones exponenciales (1, 10, 100, 200, 300 y 500 pg/mL) en medio con
ASB al 0.5% durante un periodo de 24h. Pasado este tiempo se colectaron las
células con enzima Tripsina 0.15% en volumen 0.5 ml, después de 5 min se
inactivaron con 0.2 ml de medio completo para ser colectadas en tubos de
eppendorf en un volumen de solucién madre de 1 ml. Se contaron en camara de

Neubauer, para posteriormente pasar al analisis citométrico.
7.4. Citometria de flujo

Para el analisis de apoptosis y ciclo celular, se utilizé el analizador celular Muse,
MerckMillipore, USA, en el cual se utilizaran kits especificos para apoptosis
(MCH100105, Muse Annexin V) y para analisis del ciclo celular (MCH100106, Muse
Cell Cycle Assay).
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Anexina V detecta la externalizacion de fosfatidilserina en las células apoptéticas
utilizando un recombinante conjugado con células de tinte fluorescente verde - FITC
y 7 aminoactinomicina (7 ADD), un intercalante celular se incorpora a la cadena de
ADN una vez que la membrana celular ha perdido su integridad. Después del
tratamiento con ambas sondas, las células apoptoticas muestran fluorescencia, y
células vivas muestran poca o ninguna fluorescencia (Engreen Biosystem, 2016).
Para llevar a cabo el analisis de ciclo celular se emplea una poblacién de referencia,
con un contenido de ADN conocido. Se determina la fase del ciclo celular que
represente la cantidad de ADN en un histograma. Ambas técnicas emplean
fluorocromos para poder relacionar directamente la cantidad de fluorescencia
medida con el contenido celular de ADN (Sainz, 2005).

VII.  ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los resultados de obtuvieron mediante comparacion de medias de los
conteos celulares por medio de un analisis de varianza (ANOVA) con pos hoc Tukey
realizado con el paquete estadistico SPSS v23. El porcentaje de sobrevivencia fue
calculado con base a la media de los conteos de control inicial y el porcentaje de
proliferacion, a partir de la media de los conteos de control negativo (vehiculo). Se
realizaran regresiones simples de cada tratamiento, utilizando las medias de 3
experimentos independientes desarrollados con células de distintas transferencias,

para determinar en cada caso la concentracion inhibitoria 50 (CI150).

33



Tabla 3. Descripcién de variables

Variables

Nombre

Descripcion

Escala

Rol

Concentraciones
de EPC

Las células son tratadas con EPC
en concentraciones
exponenciales, utilizando
albumina sérica bovina como

control (vehiculo)

Continua

Independiente

Viabilidad Celular

Se realiza un conteo de células
vivas y muertas, utilizando el
promedio de las células vivas,
factor de dilucién y factor de la
camara de Neubauer para

evaluar viabilidad

Continua

Dependiente

Muerte Celular

por Apoptosis

Por medio de citometria de flujo.
Técnica cuantitativa y cualitativa
de analisis y separacion de
particulas, el resultado es
arrojado por medio de

fluorescencia

Continua

Informativa

Arresto de Ciclo

Celular

Por medio de citometria de flujo.
Técnica cuantitativa y cualitativa
de analisis y separacion de
particulas, el resultado es
arrojado por medio de

fluorescencia

Continua

Informativa
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Variable Independiente
~s  Control Variable Dependiente

1 s lpg/mt l

Concentraciones Viabilidad
de EPC 7 10ug/mL Celular

100 ug/mL.

—_— Ci50

——  300ug/mL

500 ug/mL

Figura 4. Descripcion de variables
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se evalud la sensibilidad de cuatro lineas celulares distintas para
determinar la concentraciéon inhibitoria 50 (C150), la cual se obtuvo mediante la
reduccién de la poblacion celular en un 50% de manera estadistica. Se observé que
la concentracién de 100 ug/ml es la que muestra este efecto inhibitorio y se presenta
en tres lineas celulares: fibroblastos humanos, célula predominante de tejido
conectivo utilizada como referencia de linea celular sana, células de
adenocarcinoma de prostata PC-3 y células de adenocarcinoma de mama MCF-7
de tipo luminal, hormona-receptor positivos a través de receptores citoplasmicos de
estrogenos y, MDA-MB 231 hormona-receptor negativos. A pesar de que las dos
ultimas son lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB 231 es de tipo basal y
triple negativo (estrogenos, progesterona y HER2 negativos) y puede tener distinta
sensibilidad a agentes citotoxicos. De las cuatro lineas celulares consideradas, en
tres se expreso el mismo efecto bajo la misma concentracién a las 24 horas
respectivamente (Figuras 5, 6 y 7). Ensayos clinicos relacionados con las
propiedades nutraceuticas de este pasto (Hordeum vulgare) le atribuyen efectos
como disminucidn de estrés oxidativo en obesidad, mejora de presion arterial en
enfermedades coronarias, disminucidn niveles de colesterol en hipercolesterolemia,
una mejor captacion de glucosa en diabetes, y recientemente un efecto
antiproliferativo que ha llegado hasta modelos in vivo, demostrando asi, la
correlacion entre los fitoquimicos que contiene y el consumo de pasto de cebada
frente a estas patologias (Lahouar y col., 2014).

En la variedad Esmeralda se ha reportado un elevado contenido de vitaminas como
D y E (tocoles y tocotrienoles); asi como minerales, y antioxidantes (fenoles)
principalmente, que, destacan dentro de los tratamientos naturales de origen
vegetal de manera preventiva en enfermedades crdnicas no transmisibles, todas
ellas, caracterizadas principalmente por estrés oxidativo aumentado (Castillo y col.,
2012). Todos estos fitoquimicos que contiene pueden conferirle las propiedades

antes mencionadas y que recientemente demuestra disminucion de viabilidad
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celular en modelos in vitro. Kubatka y colaboradores (2016) realizaron un estudio
de pasto de cebada en células de cancer de mama MCF-7, obteniendo como
resultado por medio del ensayo MTT que el extracto de cebada aplicado a la
concentracion de 1 mg/ml disminuyd la proliferacion de células de cancer de mama
MCF-7 al 37,93% después de 72 horas de tratamiento, y sugiere que la cebada
joven (pasto) podria prevenir la progresion del ciclo celular y conducir la inhibicion
de la proliferacion en células cancerigenas. Otro trabajo realizado por Razo-Castro
y colaboradores pertenecientes al equipo de nuestra investigacion en 2015
observaron que un extracto liofilizado de pasto de cebada afecto la proliferacion en
un 94% y sobrevivencia en un 66% de células MCF-7 en funcién de la concentracion
y a través del tiempo respectivamente, concluyendo que la CI50 es de 100 ug/mly
la proliferacién continta disminuyendo conforme el tiempo pasa, ocurriendo en 0.2,
0.07,0.018 y 0.016 pg/ml del extracto de pasto de cebada a las 2, 8, 12 y 24 horas.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta sobre fibroblastos humanos, tratados con diferentes
concentraciones de EPC. Se muestra el promedio de al menos 3 experimentos independientes. Las
letras minusculas representan diferencias estadisticas entre grupos (Tukey, p<0.05). EPC afecta la
proliferacién celular de manera significativa a partir de la concentracién de 10 ug/ml. CI50 pertenece

a 100 pg/ml.
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Figura 6. Curva dosis-respuesta sobre células de cancer de prostata PC-3, tratadas con diferentes
concentraciones de EPC. Se muestra el promedio de al menos 3 experimentos independientes. Las
letras minusculas representan diferencias estadisticas entre grupos (Tukey, p<0.05). EPC afecta la
proliferacién celular a partir de la concentracion de 1ug/ml. CI50 pertenece a 100 pg/ml.
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Figura 7. Curva dosis-respuesta sobre células de cancer de mama MCF-7, tratadas con diferentes
concentraciones de EPC. Se muestra el promedio de al menos 3 experimentos independientes. Las
letras minusculas representan diferencias estadisticas entre grupos (Tukey, p<0.05). EPC afecta la
proliferacién celular a partir de la concentracion de 1ug/ml. CI50 pertenece a 100 pg/ml.

38



En el caso de las células de cancer de mama independiente de hormonas MDA-MB
231, la disminucion significativa de la proliferacion se observa a partir de la
concentracion de 10 ug/ml, lo que indica mayor sensibilidad al extracto bajo menor
concentracion en esta linea celular unicamente (Figura 8). Esto puede deberse a
que el cancer de mama triple negativo de tipo basal es muy sensible a agentes
citotoxicos por su incapacidad de reparacion de ADN debido a la mutacién del gen
BRCA o p53.
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Figura 8. Curva dosis-respuesta sobre células de cancer de mama MDA-MB 231, tratadas con
diferentes concentraciones de EPC. Se muestra el promedio de al menos 3 experimentos
independientes. Las letras minusculas representan diferencias estadisticas entre grupos (Tukey,
p<0.05). EPC afecta la proliferacion celular a partir de la concentracién de 1ug/ml. CI50 pertenece a
100 pg/ml.

39



Este mismo grupo de trabajo reportado por Kubatka y colaboradores, contrasta sus
resultados con un estudio in vivo, en el que la cebada senala un efecto antitumoral
de manera independiente de la dosis, no obstante, esto debe concluirse por medio
de distintos modelos de cancer, en el que los hallazgos se complementen con
estudios clinicos en los que el pasto de cebada demuestre claramente los efectos
positivos que se le han conferido.

Sang Mi Woo y colaboradores en 2017 proveen evidencia reciente de que el pasto
de cebada tiene un efecto antiproliferativo por medio de apoptosis en lineas
celulares de cancer de prostata y mama, continuando con esta linea de
investigacion, obtuvimos una CI50 de 100 ug/ml en linea celular sana (fibroblastos
humanos), de cancer de prostata PC-3, y cancer de mama MCF-7 y MDA-MB 231.
Puesto que nuestra investigacion se enfoca en el efecto antiproliferativo in vitro, la
concentracion inhibitoria coincide con la de nuestro equipo de trabajo en la que, de
igual forma, esta observandose disminucion significativa de la proliferacion celular

bajo la concentracion de 100 pg/ml de este extracto (EPC).

Por otro lado, se complemento el estudio de sensibilidad in vitro del pasto de cebada
al contrastarlo con pruebas de citometria de flujo, técnica que permitié evaluar la
muerte celular por apoptosis y arresto de ciclo celular para linea celular sana
(fibroblastos humanos) y con cancer de prostata (PC-3), asi como activacion de
caspasas en linea celular sana. El ensayo de apoptosis, se llevo a cabo a través de
marcaje con fluorescencia (Anexina V) y la traslocacion de fosfatidilserina que,
mostraron la activacion de muerte celular via apoptosis en un 23.6% en fibroblastos
humanos bajo tratamiento con EPC (Figura 9) en comparacién al 46.7% de muerte
celular por apoptosis en la linea de cancer (Figura 10), doblando este porcentaje de

muerte en la linea celular de cancer de prostata PC-3.
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Figura 9. Andlisis de muerte celular por apoptosis en fibroblastos humanos. (A) Control
negativo de células con 0.05% de ASB en medio completo. (B) Analisis de células con
tratamiento de EPC bajo la concentracion de 100 pg/ml. (C) Analisis del control positivo de células
tratadas con 5 yM de Camptotecina b. La cuantificacion de llevé a cabo a las 24 horas. Las
células se sometieron a isotiocianato de anexina V-fluoresceina y a tincion con 7-AAD
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Figura 10. Analisis de muerte celular por apoptosis en células de cancer de préstata PC-
3. (A) Control negativo de células con 0.05% de ASB en medio completo. (B) Analisis del
tratamiento de EPC en células PC-3 bajo la concentracion de 100 ug/ml. (C) Analisis del control
positivo de células tratadas con 5 uyM de Camptotecina b. La cuantificacion de llevé a cabo a las
24 horas. Las células se sometieron a isotiocianato de anexina V-fluoresceina y a tincién con 7-
AAD.
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En este sentido, Sang Mi Woo y colaboradores también proveen evidencia de que
el pasto de cebada induce muerte celular apoptética en linea celular de cancer de
mama y prostata por medio del aumento de especies reactivas de oxigeno
intracelular. De igual manera, la investigacion basada en el efecto de jugo de
extracto de cebada de Czerwonka y colaboradores (2017), concluye puntualmente
una notable actividad antioxidante, inhibicion de la proliferacion celular en
carcinoma de colon e induccidon de necrosis, asi como una toxicidad nula hacia
células epiteliales normales de colon. Estos estudios también respaldan el potencial
citotoxico del pasto de cebada frente a lineas celulares y probable selectividad hacia
células de cancer, justificando una mayor investigacion en los sistemas de modelos

animales.

Respecto a la via de muerte que presentan las dos lineas celulares (fibroblastos y
cancer de prostata PC-3) en las cuales la progresion del ciclo celular esta regulada
de manera secuencial por la activacion ordenada de complejos enzimaticos que
permiten el avance de fase G1 a S principalmente, mecanismo cuantificado
mediante el contenido de ADN del ciclo celular. Los resultados fueron positivos en
un 45% de células en fase S para fibroblastos humanos (Figura 11), siendo la
segunda fase del ciclo, en la que se produce la replicacidn o sintesis del ADN y
como resultado cada cromosoma se duplica quedando formado por dos cromatidas
idénticas. Para el caso de las células de cancer de préstata PC-3 presenta mayor
contenido de células en fase GO/G1 con un 57.1% (Figura 12), esta fase también
llamada fase del primer intervalo, en donde la célula crece fisicamente, copia los
organelos y hace componentes moleculares que necesitara en etapas posteriores.
Lo anterior indica que el tratamiento con EPC tiene mayor efectividad por medio de
arresto de ciclo celular al encontrarse mayor porcentaje en fase GO/G1 en la linea

celular con cancer.
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Figura 11. Analisis de ciclo celular en fibroblastos humanos. Las células fueron tratadas con 100
pg/ml de EPC durante 24 horas. EPC induce mayor porcentaje de arresto de ciclo celular en fase S con
43.7% de células en esta fase.
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Figura 12. Andlisis de ciclo celular en células de cancer de préstata PC-3. Las células fueron
tratadas con 100 yg/ml de EPC durante 24 horas. EPC induce mayor porcentaje de arresto de ciclo

celular en fase G0/G1 con 57.1% de células en esta fase.
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Por ultimo, se realizé citometria de flujo para deteccion de multiples caspasas
(caspasa 1, 3,4, 5,6, 7,8y 9). Este ensayo determina simultaneamente el recuento
y el porcentaje de células con actividad enzimatica, en combinacion con un
colorante de células muertas (7AAD). Esta prueba se hizo para fibroblastos
unicamente, con la finalidad de percibir si existe una activacion elevada, arrojando
como resultado un porcentaje total de activacion de 74.9% bajo la concentracion de
100 pg/ml de EPC contra un 22.25% de activacion de caspasas en fibroblastos sin
tratamiento, el control positivo son células tratadas con Camptotecina b, un inductor
de muerte celular que mostré6 un porcentaje de 78.1% de activacion total de
caspasas. Los resultados prueban que existe induccion de caspasas sin especificar
cuales son activadas, sin embargo esto es indicador de que existe una cascada de

activacion de estas enzimas que culmina en muerte celular (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de activacion de caspasas en fibroblastos humanos. (A) Control
negativo de células con 0.05% de ASB en medio completo. (B) Analisis de células con
tratamiento de EPC bajo la concentracién de 100 pg/ml. (C) Analisis del control positivo de
células tratadas con 5 yM de Camptotecina b. La cuantificacion de llevd a cabo a las 24
horas. Las células se sometieron a isotiocianato de anexina V-fluoresceina y a tincién con
7-AAD.
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Esto sugiere que también existe una activacion secuencial de estos complejos
enzimaticos, sin embargo se requieren estudios que sefalen especificamente
cuales caspasas son y bajo que condiciones se expresan, ya que Robles-Escajeda
y colaboradores (2013) concluyen en su estudio que el pasto de cebada condujo a
la muerte celular inducida por apoptosis a través de actividades de caspasa-8 y
caspasa-3, liberacion de TNF-a, division de PARP-1, translocaciéon de
fosfatidilserina y fragmentacion de ADN asociada al ciclo celular en leucemia y
linfoma in vitro.

La accion antiproliferativa que se observa puede deberse a la alta cantidad de
compuestos antioxidantes y compuestos bioactivos que le confieren de manera
sinérgica propiedades que disminuyen la viabilidad celular, sin embargo, es
fundamental proveer bases cientificas dentro de esta investigacion para continuar
estableciendo conocimiento sobre los efectos del extracto de pasto de cebada;
proceso conlleva a la necesidad de evaluar sus distintas propiedades de manera

molecular.
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VIIl.  CONCLUSIONES

« El extracto de pasto de cebada (EPC) induce un efecto antiproliferativo en
este modelo in vitro, debido a una reduccion de la proliferacién de manera
significativa se demuestra sensibilidad en cuatro lineas celulares distintas

« Tanto la linea celular sana de fibroblastos humanos como de cancer de
préostata PC-3 y mama MCF-7 exhibe este efecto al extracto bajo las
concentracion inhibitoria (C150) de 100 pg/ml. MDA-MB 231 lo hace a partir
de 10 pg/ml.

« La proliferacién de las células no se vio afectada en todo el rango de
concentraciones, observandose un aumento significativo en 300 pg/ml para
células de cancer de prostata PC-3 y de 200 ug/ml en cancer de mama MDA-
MB 231 respectivamente. Al aumentar la dosis del extracto se observa que
el efecto antiproliferativo no es de manera dosis-dependiente.

+ Con base a porcentajes, la disminucion de la proliferacion se produce dos
veces mas en una linea celular de cancer que en una linea celular sana,
teniendo lugar a través de induccidn de apoptosis y arresto de ciclo celular.

» En fibroblastos humanos existe activacion de caspasas elevada que culmina
en muerte celular.

+ Son necesarios mas estudios moleculares que corroboren que, el efecto
antiproliferativo puede estar presente también en sistemas in vivo; sin
embargo, con estos resultados se proveen bases cientificas que permitiran
esclarecer en un futuro el mecanismo por el cual se observan estos
hallazgos.

* A pesar de los resultados mostrados en este estudio, el desarrollo puntual
del efecto antiproliferativo no ha sido elucidado y, por tanto, el siguiente paso
de la investigacion es hacer un uso completo de las técnicas de biologia
molecular para revelar el mecanismo de EPC, que juega un papel importante
en la patologia del cancer, puesto que es de gran trascendencia en la
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busqueda de métodos efectivos de prevencion y eficacia en el tratamiento de
esta enfermedad.

El conjunto de toda esta evidencia, es trascendente para el area de
investigacion y desarrollo de extractos naturales de origen vegetal, pues esto
puede ampliar las opciones de consumo, ya que, permite promover la
utilizacién segura de fitoquimicos contenidos en ellos y, que pueden tener

efectos importantes en el area de la salud.
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