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Resumen

El pasto joven de cebada (PJC) (Hordeum vulgare), familia Poeaceae, ha
llamado la atencidn en la actualidad por contener polifenoles, proantocianidinas y
flavonoides. Los efectos benéficos que desempenfian los polifenoles, se encuentran
descritos en la literatura, principalmente en pruebas in vitro. Sin embargo, poco se
habla del abuso de estos componentes, que podrian provocar efectos adversos,
como la accién prooxidativa ocasionada por una dosis elevada de los componentes
concentrados del PJC. El objetivo de este trabajo fue realizar pruebas de toxicidad
aguda y subaguda y asi mostrar la seguridad en la administracion oral de un extracto
hidroalcohdlico de pasto de cebada (EHPC) en un modelo murino. El extracto seco
de PJC se resuspendio en agua destilada y se administré por via oral, utilizando
canula intragastrica en las dosis respectivas de acuerdo con la OCDE, para los
estudios de toxicidad aguda (directriz 425) y toxicidad subaguda (directriz 407). La
dosis letal 50 oral (DL 50) del EHPC Hordeum vulgare, se estimo en = 5000 mg/kg.
Sin embargo, tomando en cuenta los posibles efectos acumulativos después de una
administracion oral repetida, las dosis seleccionadas en la prueba subaguda fueron
(250 y 500 mg/kg/dia). Los parametros para evaluar posibles efectos toxicos fueron
el peso corporal, peso relativo de los 6rganos (higado, rifiones, corazén, pancreas
bazo, timo), analisis de biometria hematica y quimica sanguinea, ninguno de ellos
mostro evidencias de toxicidad, a excepcion del analisis histopatologico de higado,
ridn y corazon, que revelaron lesiones de leves a moderadas, incluso en los
animales tratados con las dosis mas bajas realizadas en las pruebas aguda vy
subaguda. Sin embargo, el analisis histoldgico fue de utilidad para observar lesiones
tempranas, causadas por los compuestos fendlicos presentes en el EHPC, aunque
no representativo para observar disfuncién hepatica, renal o cardiovascular a nivel
bioquimico. Los datos toxicologicos obtenidos de este estudio ayudaran a

seleccionar las mejores dosis para futuros estudios.

Palabras clave: Pasto joven de cebada, Flavonoides, Dosis letal 50,

NOAEL, ratas Sprague-Dawley.



Summary

Young barley grass (YBG) (Hordeum vulgare), family Poeaceae, has
attracted attention nowadays for containing polyphenols, proanthocyanidins and
flavonoids. The beneficial effects of polyphenols, mainly in in vitro tests, are
described in the literature. However, little is said about the abuse of these
components which could cause adverse effects, such as the pro-oxidative activity as
a result of a high dose of the concentrated components of YBG. The objective of this
work was to perform acute and subacute toxicity tests and thus show the safety in
the oral administration of a hydroalcoholic extract of barley grass (HEBG) in a murine
model. The YBG dry extract was resuspended in distilled water and administered
orally, using an intragastric cannula at the respective doses according to the acute
toxicity (guideline 425) and subacute toxicity (quideline 407) OECD studies. The oral
lethal dose 50 (LD 50) of HEBG Hordeum vulgare was estimated at = 5000 mg / kg.
However, taking into account the possible cumulative effects after repeated oral
administration, the doses selected in the subacute test were (250 and 500 mg / kg /
day). The parameters to evaluate possible toxic effects were body weight, relative
weight of the organs (liver, kidneys, heart, pancreas, spleen, thymus), hematic
biometric and blood chemistry analyses, none of them showed evidence of toxicity,
except for the histopathologic liver, kidney and heart analyses, which revealed mild
to moderate lesions, even in animals treated with the lowest doses performed in the
acute and subacute tests. However, the histological analysis was useful to observe
early lesions, caused by the phenolic compounds present in HEBG, although it was
not representative for observing liver, kidney or cardiovascular dysfunction at a
biochemical level. The toxicological data obtained in the present study will help to
select suitable doses for future studies.

Key words: Young barley grass, Flavonoids, Lethal Dose 50, NOAEL,
Sprague-Dawley rats
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I. INTRODUCCION

Las hierbas medicinales (HM), como componente de la medicina
tradicional, a ganado terreno en el mantenimiento de la salud, como prevencion o
tratamiento frente al aumento de diversas enfermedades cronicas, en todo el mundo
como la diabetes mellitus, obesidad y sus comorbilidades asociadas, enfermedades
cardiovasculares y cancer (OMS, 2018), aunado a ello la escasez de farmacos
eficacez para combatir enfermedades cronicas como el cancer o infecciones
resistentes a los medicamentos, la ciencia ha vuelto a centrar la atencion en las
hierbas medicinales, y las companias farmacéuticas recurren cada vez mas a las
fuentes naturales como una posible fuente de nuevos tratamientos (Zahn et al.,
2019).

En la actualidad el pasto joven de cebada (PJC) (Hordeum vulgare L.),
familia Poeaceae ha llamado la atencion por contener polifenoles derivados del
acido fendlico, proantocianidinas y flavonoides (Ferreres et al., 2009). Los efectos
benéficos que desempefian los polifenoles, se encuentran descritos en la literatura,
principalmente en pruebas in vitro, sin embargo, se habla poco de los efectos
adversos muchas veces toxicos que también juega un papel importante en la salud,
el efecto toxico muchas veces puede ser ocasionado por una dosis elevada de sus
componentes y probablemente debido a sus propiedades pro-oxidativas (Murakami,
2014; Guldiken et al., 2018). Actualmente se venden productos elaborados a partir
del PJC en diferentes presentaciones como tabletas y polvos, hasta el momento,
son pocos los estudios que hablan sobre una posible toxicidad del pasto de cebada,
ya que la mayoria se ha enfocado en sus efectos beneficos para la salud (Kubatka
et al., 2016).

La teoria que se plantea en el presente trabajo con base en los reportes
sobre las plantas medicinales y sus efectos beneficos vs. toxicos, es que el pasto
de cebada, cuando se consume en dosis adecuadas, puede considerarse seguro y
proporcionar beneficiosos para la salud. Sin embargo, cuando existe un abuso en
la dosis administrada, su seguridad no debe asumirse (Kapetanovic, 2013).

12



Para normatizar el consumo de este tipo de compuestos, es necesario
realizar estudios que aprueben la seguridad para el consumo humano, Por ello el
objetivo de este trabajo es realizar pruebas de toxicidad aguda y subaguda y asi
mostrar posibles efectos adversos, del consumo de pasto de cebada en un modelo

in vivo de ratas Sprague-Dawley de ambos sexos.
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Il. ANTECEDENTES
2.1. Alimentos funcionales

El término “alimentos funcionales” surge en Japon en la década de los afios
80’s, cuando se iniciaron una serie de investigaciones, cuyo proposito fue conocer
otras funciones de los alimentos, ademas de su principal funcién nutrimental (Duran
C and Valenzuela B, 2010).

Existe una definicion adoptada por la European Commission Concerted
Action, menciona que un alimento funcional puede considerarse “funcional” si se
demuestra satisfactoriamente que es benéfica a una o mas funciones especificas
en el cuerpo humano, mas alla de los efectos nutricionales adecuados, de una
manera que sea relevante para mejorar el estado de salud y el bienestar y/o
reduccion del riesgo de enfermedades. Los alimentos funcionales deben ser
alimentos y demostrar sus efectos en cantidades que se pueden consumir en la
dieta, no son pastillas ni capsulas, sino que forman parte de un patron alimentario
normal” (E. Action, 1999).

En base al incremento del consumo de alimentos funcionales, ha sido
necesario tratar de regularlos, en Estados Unidos, la Food and Drug Administracion
se ha encargado de la regulacién de alimentos funcionales, sin embargo, no estan
bien definidos por la ley (Ye et al., 2018). Japon regula y supervisa los alimentos
funcionales, llamados "Alimentos con declaraciones de propiedades saludables"
(Ye et al., 2018). En el caso de México las instituciones encargadas de regular los
alimentos funcionales son La Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS) y la Federacion Nacional de la Industria Herbolaria,
Medicina Alternativa Tradicional y Naturista A.C. (FNIHMATN), las cuales firmaron
un convenio en junio del 2018 de colaboracion que tiene como objetivo principal
establecer las acciones necesarias para contar con la regulacién sanitaria que
norme a los productos y plantas utilizadas por este sector, asi como mejorar y
actualizar los procesos técnicos y de capacitacion continua (COFEPRIS, 2018).

14



La poblacion japonesa sugieren que los alimentos funcionales se
consuman como parte de la dieta y no en forma de suplementos (Goldberg, 1994).
Segun el Ministerio de Salud y Bienestar de Japon, se han considerado doce
amplias categorias de ingredientes para promover la salud humana: fibra dietética;
oligosacaridos; alcoholes de azucar; aminoacidos, péptidos y proteinas; glucosidos;
alcoholes; isoprenos y vitaminas; colina; bacterias lacticas; minerales; acidos grasos

insaturados; y otros, por ejemplo, fitoquimicos y antioxidantes (Goldberg, 2012).

En la actualidad la demanda de alimentos funcionales con propiedades
bioactivas es un desafio para la industria alimentaria. Se conoce que los alimentos
de origen vegetal proporcionan beneficios a la salud humana, aun asi son poco
consumidos (Singh et al., 2018). El uso de productos naturales como los herbolarios
se han planteado como una alternativa preventiva a medida que los productos
naturales han ganado terreno como medicina de bajo costo y facil acceso, para

mejorar y mantener la salud de la poblacion.

La comunidad médica y cientifica continuan trabajando y aportando la
informacion necesaria y con bases en la evidencia cientifica de dichos productos
(Yamaura et al., 2012).

2.2. Antioxidantes

Nuestros sistemas de defensa antioxidantes producidos fisiologicamente
incluyen antioxidantes enddgenos enzimaticos y no enzimaticos (Bouayed and
Bohn, 2010).

Los antioxidantes endoégenos (enzimaticos) incluyen: Superoxido
dismutasa (SOD): Es una enzima que promueve la desintoxicacion del radical
superoxido (*O 2 ); Catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx): enzimas que
participan en la destoxificacion de perédxidos (CAT contra H2 O 2, y GPx contra
ambos H>0O2y ROOH); Glutation reductasa: enzima involucrada en la

regeneracion del glutation; Tiorredoxina reductasa: enzima involucrada en la
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proteccion contra la oxidacion de proteinas y Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa:
enzima involucrada en la regeneracion de NADPH (Bouayed and Bohn, 2010).

Los Antioxidantes enddgenos (no enzimaticos), actuan como agentes
reductores intracelulares, ejemplo: Glutation (GSH), acido urico, acido lipoico,
NADPH, coenzima Q, albumina, bilirrubina (Bouayed and Bohn, 2010).

Antioxidantes exdgenos obtenidos principalmente por la dieta, incluyen
Vitaminas: C y E; Elementos traza: zinc y selenio; Carotenoides ( B-caroteno,
licopeno, luteina); Acidos fendlicos (acidos clorogénicos, &cido galico, acido
cafeico); Flavonoides (quercetina, proantocianidinas, catequinas, genisteina,
daidzeina, naringenina, luteolina y apigenina) (Bouayed and Bohn, 2010).

2.2.1. Accion que ejercen los antioxidantes frente a las especies reactivas del
oxigeno (ROS)

En condiciones fisioldgicas el organismo busca mantener un equilibrio entre
la oxidacion y la antioxidacion para mantener condiciones homeostaticas en los
organismos vivos, mediante antioxidantes endoégenos como la superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx), glutation (GSH) y
exdgenos como la vitamina C, la vitamina E , carotenoides y polifenoles, siendo la

dieta la fuente principal (Bouayed and Bohn, 2010).

La exposicion de un organismo a multiples factores estresantes,
ambientales o biolégicos, como a radiacién UV, patégenos como los virus,
alérgenos, alimentacion inadecuada y diversos contaminantes como el humo del
cigarro entre otros, pueden promover la generacién de ROS, son productos
biolégicos secundarios en el metabolismo mitocondrial de la cadena transportadora
de electrones (Opie, 2014). Estas especies reactivas pertenecen a dos tipos de
moléculas: especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno
(RNS), tales como aniones superéxido (+O 2), radicales hidroxilo (*OH), radicales
alcoxilo (*RO) vy peroxirradicales (*ROO) y anion peroxinitrito (ONOO), su
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caracteristica general es que poseen uno o mas electrones no apareados muy
reactivos (Bouayed and Bohn, 2010; LU et al., 2010).

Los ROS se generan fisiolégicamente y en la mayoria de los casos para la
defensa de los organismos frente a patdgenos por medio de los glébulos blancos,
ademas actuan en las cascadas de sefalizacion intracelular, activando factores de
transcripcion antioxidantes y antiinflamatorios (Vazquez-Medina, 2018). En otros
estudio se ha visto que el anion superoxido y el peréxido de hidrégeno actuan como
mitdgenos, promoviendo la velocidad de replicacion del ADN vy la proliferacion
celular (Valko et al., 2007). Sin embargo, el desequilibrio, es decir un aumento o la
disminucion de ROS provoca la oxidacion de estructuras biologicas que
desencadenan la aparicion o la progresion de diversas enfermedades donde el
estrés oxidativo juega un papel importante, como es el caso del cancer (Galadari et
al., 2017).
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Figura 1. Reaccion antioxidante de compuestos enddgenos y exégenos frente a
especies reactivas de oxigeno.

Modificado de (Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2013)
Disponible en: http://dx.doi.org/10.5772/51788gr1gr1

El agente oxidante (figura 1), radical superdxido (O2"), se genera a partir
de la via de produccion de energia mitocondrial (Ighodaro and Akinloye, 2018). El
(O2™), se encuentra formado por un electron de oxigeno reducido, que tendra que
eliminarse. El radical superoxido, se une a un electron, lo que conduce a la
formacion de peroxido de hidrégeno (H20:), El cual es toxico para los tejidos y
células del cuerpo (Ighodaro and Akinloye, 2018). Entre las enzimas que catalizan
esta reaccion se encuentra la superoxido dismutasa (SOD), la SOD mitocondrial y
bacteriana contiene manganeso (Mn-SOD), mientras que SOD citosoélica es un
dimero que contiene Cobre y Zinc (Cu/Zn-SOD). (Lazo-de-la-Vega-Monroy and
Fernandez-Mejia, 2013).
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El H.O2 en presencia de Fe ?* puede ser catalizado por metales de
transicion, y transformarse en un radical hidroxilo (*HO), Reaccion de Fenton
(H2O2 + e —+0OH), que participa en reacciones de la cadena de radicales libres.
Por lo cual, las enzimas catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GSH-Px), actuan en
una reaccion adicional, que convierte el peroxido de hidrégeno a agua y oxigeno
(H20+02) (Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2013).

El glutation peroxidasa (GSH-Px), que se encuentra en la mitocondria, se
oxida a disulfuro de glutation (GSSG), causando dafios al oxidar los tioles de las

proteinas (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

El glutatién disulfuro se reduce por la glutatién reductasa (GSH-reductasa)
utilizando hidrogeno de NADPH, que se oxida a NADP +. El glutatién reducido
(GSH), debido a la presencia del grupo tiol de la cisteina, ahora reacciona con los
radicales libres de proteinas y otras macromoléculas, restaurandolas a la forma

reducida (Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2013).

El NADPH se genera en la primera fase oxidativa de la ruta de las pentosas
fosfato (PPP). En esta fase, la glucosa-6-fosfato se deshidrogena por la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa a ribulosa 5-fosfato, y al mismo tiempo dos moléculas de
NADP + se reducen a NADPH (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

La catalasa, se encuentra principalmente en los peroxisomas, regenerando
el H2O2, que se difunde desde la mitocondrial al citosol, convirtiéndolo en (H20+03)
(Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2013).

También intervienen los antioxidantes no enzimaticos, dietéticos como la
vitamina C y el acido a -lipoico que apoyan la regeneracion de GSSG de nuevo en
GSH, por medio de la donacion de un hidrogeno. La vitamina E por otro lado elimina
los peroxidos lipidicos y termina las reacciones de cadena oxidativa como donante
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de hidrogeno. La forma no oxidada de la vitamina E puede ser reciclada por la
vitamina C y el glutation (Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2013).

2.2.2. Efecto prooxidativos dependiente de la dosis de los antioxidantes exdgenos

Los antioxidantes exdgenos desempefian un papel clave en el
mantenimiento del equilibrio redox, entre la oxidacion y la antioxidacion en los

sistemas vivos (Valko et al., 2007).

Muchas investigaciones se han centrado en estudiar la actividad
antioxidante de los fitoquimicos (Benedet et al., 2007; Kamiyama and Shibamoto,
2012). Sin embargo aunque la actividad antioxidante de los fitoquimicos es bien
conocida, poco se habla de su actividad prooxidativa que puede presentarse en
ciertas condiciones, como dosis elevadas o en presencias de iones metalicos, por
lo cual los efectos beneficos o perjudiciales dependeran de su concentracidon
(Bouayed and Bohn, 2010).

Por ejemplo se ha demostrado que los compuestos fendlicos en altas
concentraciones puede generar especies reactivas de oxigeno por autooxidacion
predisponiendo a los fenoles a la generacion de peroxido de hidrégeno y al
comportamiento prooxidante (Ochiai et al., 1984; Kapetanovic, 2013).

Los efectos prooxidantes de los compuestos fendlicos también se han
observado en presencia de metales de transicién hierro y cobre, debido a su
capacidad reductora y formadora de quelatos, ya que estos son componentes
importantes en las plantas (Azam et al., 2004). El poder reductor de los
antioxidantes también puede afectar los iones metdlicos, especialmente Fe 3*y
Cu ?*, incrementando su capacidad para formar concentraciones de radicales
hidroxilo altamente reactivos, que se originan de los peroxidos a través de la

reaccion de Fenton (Valko et al., 2007).
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Los antioxidantes fendlicos al donar electrones, pueden transformarse en
radicales fenoxilo menos reactivos, ya que se pueden estabilizar por la
deslocalizacion de electrones no pareados alrededor del anillo aromatico (Bouayed
and Bohn, 2010). Se ha demostrado que la oxidacion mediada por la peroxidasa de
los flavonoides que contienen el anillo del catecol B da como resultado la formacion
de semiquinona y quinona, estos metabolitos pueden actuar como electroéfilos que
se unen a macromoléculas celulares y pueden resultar en la produccion de ROS a

través del ciclo redox (Hanem M. Awad et al., 2001).

Los efectos de los compuestos fendlicos no solo abarcan su actividad
benéfica o nociva como antioxidantes, ya que como se menciono anteriormente,
también participan en la activacion de vias de sefalizacion celular, por ejemplo, el
factor nuclear kappa B (NFkB) y el mitégeno proteina quinasa activada (MAPK) o
mediante la unién a los sitios de uniéon a ATP de un gran numero de proteinas,
incluida la ATPasa mitocondrial, la ATPasa de la membrana plasmatica de calcio,
la proteina quinasa A, la proteina quinasa C'y la topoisomerasa (Williams et al.,
2004). Las acciones inhibitorias o estimulantes en estas vias pueden afectar la
funcién celular al alterar el estado de fosforilacion de las moléculas diana y / o al

modular la expresion génica (Williams et al., 2004).

Como resultado de la activacion de vias celulares particulares incluyen
procesos inflamatorios, metabolismo de nitrogeno (estrés nitrosativo que resulta de
la produccidn excesiva de especies de nitrogeno reactivas) y estrés de carbonilo
(que resulta de la acumulacion excesiva de compuestos de dicarbonilo reactivos),
todos ellos promotores del estrés oxidativo (Valko et al., 2007). Se ha demostrado
un aumento en la produccion de mediadores proinflamatorios factor de necrosis
tumoral a (TNFa) e interleucina-8 (IL-8)] (Bouayed and Bohn, 2010).

Estudios han demostrado que la activacion de la proteina de sefalizacion
de MAP quinasa puede ocurrir a concentraciones bajas de compuestos fendlicos

como los flavonoides (nanomolar a micromolar bajo), lo que podria conducir a la
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expresion geénica mediada por el elemento de respuesta antioxidante (ARE),
incluida la desintoxicacion en fase Il enzimatica, como la UDP-
glucuronosiltransferasa. Por lo tanto, el aumento de tales enzimas podria conducir
a una eliminacion mas rapida y eficiente de los agentes carcindbgenos en el
cuerpo. Sin embargo a concentraciones mas altas de flavonoides pueden conducir
a una activacion sostenida de las MAP quinasas, como la JNK, lo que daria como

resultado una induccion de apoptosis (Williams et al., 2004).
2.2.3. Estudios in vitro del papel doble de los antioxidantes exdégenos

Un estudio realizado en lineas celulares de mamiferos observé que una
dosis baja de quercetina activo la ruta MAPK (ERK2, JNK1.y-p38), lo que resulto en
la expresion de genes de supervivencia (c-Fos, c-Jun) y genes defensivos (enzimas
detoxificantes de fase Il, glutation S -transferasa, quinona reductasa), induciendo
mecanismos de supervivencia y de proteccion (respuesta homeostatica). Sin
embargo, el aumento de las concentraciones de estos compuestos activo
adicionalmente las rutas de las caspasas, promoviendo la apoptosis y promueve
citotoxicidad, Un incremento adicional a las concentraciones llevara a una muerte

celular necrdtica inespecifica (Kong et al., 2000).
2.3. Fitoalexinas

Se cree que muchos de los productos quimicos beneficiosos en los
alimentos de origen vegetal (verduras, frutas y plantas) evolucionaron como toxinas
(para la proteccion contra agentes dafinos como los insectos y otros depredadores)
que, en dosis subtodxicas, en un organismo activan las vias adaptativas de respuesta
al estrés celular (Mattson and Cheng, 2006). Dentro de los compuesto con dichas
caracteristicas estan, las fitoalexinas son producto del metabolismo secundario de
las plantas de bajo peso molecular biosintetizados de novo por las plantas en
respuesta a diversos factores estresantes inductores bioticos (insectos, hongo,
bacterias, virus) y abidticos (temperaturas extremas, radiacion, luz UV) (Pedras and
Ahiahonu, 2005; Agathokleous et al., 2019).
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Los polifenoles son ejemplo de fitoalexinas ya que son sintetizados por una
variedad de especies de plantas en respuesta a factores estresantes (Ejike et al.,
2013; Guo et al., 2018). Los estudios sobre el analisis fenolico del pasto de cebada
revelan la presencia principalmente de glucosidos flavonoides en esta planta, gran
parte de los compuestos descritos se derivan de saponarina (isovitexin-7- O -
glucosido ) y lutonarina (isoorientin-7- O- glucdsido) (Ferreres et al., 2008; Ferreres
et al., 2009).

2.4. Respuesta hormetica

Los estudios de Paracelso en el siglo XVI, dilucidaron que la toxicidad de
una sustancia depende de la dosis y que las dosis bajas de sustancias téxicas
pueden tener efectos beneficos para la salud (Poschenrieder et al., 2013).

El termino hormesis se ha utilizado principalmente en toxicologia humana
y medicina para describir los efectos estimulantes de sustancias toxicas a dosis
bajas. La respuesta estimulante puede presentarse como “un proceso
compensatorio después de una interrupcidn inicial en la homeostasis”
(Poschenrieder et al., 2013). La hormesis hace referencia a un proceso en el que la
exposicidn a dosis bifasicas, es decir a una dosis baja de una gente que es téxico a
dosis mas altas induce un efecto beneficioso sobre un organismo. El proceso
adaptativo en un organismo que responde a un nivel bajo de estrés, aumenta su
capacidad para resistir un estrés mas severo que de otro modo podria ser perjudicial
(Mattson and Cheng, 2006).

La evidencia suguiere que compuestos como los carotenoides pueden
actuar como antioxidantes, cuando se consumen en la dieta, ya que se presentan
en dosis bajas, Sin embargo, en el consumo de suplementos a dosis mas altas
también pueden actuar como prooxidantes (Ademowo et al., 2019).

Las fitoalexinas como los flavonoides presentes en el pasto de cebada,
pueden causar la sefalizacion redox, pero también, pueden causar dafo oxidativo

o estrés oxidativo si sus concentraciones son elevadas. Existe una respuesta
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dependiente a la dosis dentro de la cual los antioxidantes de la dieta pueden mejorar
la expresion de genes protectores, posiblemente induciendo estrés, y, por lo tanto,
pueden ser importantes para promover la duracion de la vida y la salud (Ademowo
et al., 2019).

Los estudios in vitro demuestran la actividad que ejercen las fitoalexinas
como los polifenoles frente a la actividad antioxidante y citoprotectora (tabla1). Sin
embargo, también pueden tener actividades prooxidantes en ciertas condiciones,
como en dosis altas o en presencia de iones metalicos (Azam et al., 2004).
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2.5. Efectos toxicoldgicos de las hiervas

Existe la creencia por parte de la poblacién, que los productos de origen
natural como las plantas carecen de efectos adversos o toxicos a diferencia de los
farmacos utilizados en la medicina convencional, pero su eficacia, toxicidad y
especificaciones en las dosis rara vez se han probado, por ello la necesidad obtener
informacion que valide su seguradad y especificaiones de su uso (Unuofin et al.,
2018). Para ello los medicamento herbales deberian seguir los lineamientos de
investigacion de los farmacos sintéticos (Olaniyan et al., 2016).

Se ha planteado que los beneficios a la salud de los fitoquimicos en hiervas
son dependientes de la dosis de administracién, cuando la dosis son elevadas los
efectos beneficos podrian revertirse a afectos -toxicos, incluidos efectos
carcinogeénicos, neurotoxicos, genotoxicos, teratogenicos, citotoxicos, nefrotdxicos,

hepatotdxicos y gastrointestinales (Guldiken et al., 2018).

A continuacion se presenta una serie de estudios sobre los efectos
toxicoldgicos in vivo de diferentes plantas (tabla 2). Es importante mensionar que
se debera tomar precauciones al elegir alimentos o productos hechos a base de
ingredientes naturales para prevencion o tratamiento de diversas patologias.

En general los alimentos vegetales se consideran mas seguros para la
salud en comparacién de productos elaborados a partir de ingredientes naturales
por las dosis altas y aisladas, como las presentes en los suplementos (Bouayed and
Bohn, 2010).

Algunos factores a tomar en cuenta para obtener efectos benéficos de los
alimentos vegetales son: (1) Concentraciones adecuadas generalmente bajas de
nutrimentos y metabolitos secundarios como las fitoalexinas presentan de forma
natural en las matrices de alimentos naturales y (2) Las acciones aditivas o
sinérgicas de los perfiles de mezcla compleja de fitoalexinas y nutrientes (Bouayed
and Bohn, 2010).
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2.6. Consumo y usos de la cebada

La cebada pertenece a la familia Poaceae y al género Hordeum. La forma
mas comun de cebada es Hordeum vulgare (Sullivan et al., 2013). La cebada
(Hordeum vugare) es uno de los cultivos mas antiguos y se cultivan en la actualidad
en todo el mundo (ldehen et al., 2017). Los restos arqueoldgicos de granos de
cebada sugieren su existencia en la Media Luna Fértil de Medio Oriente (lo que
comprende Egipto, Israel, Cisjordania, la Franja de Gaza y Libano, asi como partes
del rio Jordan, Siria, Irak, el sureste de Turquia y el suroeste de Iran), hace alrededor
de 10.000 afios (Badr et al., 2000).

Entre los cereales de mayor consumo en todo el mundo, la cebada ocupa
el cuarto lugar después del maiz, el arroz y el trigo con un 12 % del total de cereales
cultivados (ldehen et al., 2017). La cebada en comparacion de otros cereales se
caracteriza por su facil adaptacion a diversos climas extremos, invierno, sequiay a
la maduracion temprana, en general es economico de cultivar (Idehen et al., 2017).
En paises como Japodn, Corea y China, la cebada es utilizada para la elaboracion
de diferentes preparaciones-como pan, pasteles y bebidas, Ademas en Japon se
elabora una bebida popular llamada “Aogjiru”, conocida como jugo verde elaborado
con hojas jévenes de cebada (Ferreres et al., 2009). Aproximadamente dos tercios
de la cebada cultivada se utiliza para la alimentacion animal, lo que representa un
65 % de cebada, Un tercio para el malteado esto es un 33% y aproximadamente
solo el 2% para consumo humano (Sullivan et al., 2013).

En México durante el periodo 1995-2000, un 60% de la cebada cultivada
se destind a la industria cervecera; 34% como alimento para ganado; un 3% se
estima en desperdicios; el 2% para semillas y solo 1% para consumo humano
(SAGARPA, 2012).

28



2.7. Composicion quimica y propiedades bioldgicas del pasto de cebada

La cebada es rica en compuestos antioxidantes, derivados del acido
fendlico, proantocianidinas, quinonas y flavonoides (Ferreres et al., 2009). Se sabe
que estos compuestos en las plantas de cebada pueden variar de acuerdo a
diversos factores uno de ellos es el tipo de especie, otra la procedencia .y
condiciones geograficas, el mes de cosecha y la madurez de la planta (Oliveira et
al., 2007). Sin embargo un estudio realizado en las hojas de cebada en diferentes
origenes, con condiciones climaticas similares, mostro que el contenido de
compuestos fendlicos no vario de forma cualitativa, pero si cuantitativa (Ferreres et
al., 2009). Los componentes fendlicos en las plantas actuan como antioxidantes,
antimicrobianos, fotorreceptores, atractores visuales y repelentes de insectos, como
componentes estructurales de las paredes celulares de las plantas, para mantener
su rigidez y fuerza (Pietta, 2000; Mathew and Abraham, 2004).

Las propiedades bioldgicas de los flavonoides en el consumo humano a
través de los alimentos, se deben a su capacidad para reducir la formacion de
radicales libres y eliminar los radicales libres, en diversos estudios estas
propiedades se han relacionado con acciones antialérgicas, antivirales,
antiinflamatorias y vasodilatadoras (Pietta, 2000). Se ha dado mayor importancia a
la actividad antioxidante 'y sus efectos preventivos y de tratamiento en
enfermedades relacionadas a estrés oxidativo, como son el cancer, la
ateroesclerosis, lesion isquémica y enfermedades neurodegenerativas, como el

Parkinson y Alzheimer (Matteo Bonoli et al., 2004; Ferreres et al., 2009).

En un estudio se analizd la presencia de compuestos polifendlicos en
diferentes partes de la planta de cebada (semillas, tallos, hojas y aristas), Se
observo una diversidad mayor y contenido de estos compuestos en las hojas, sin
embargo, los perfiles fendlicos fueron muy particulares comparados con la semilla.
En este mismo estudio se encontré una mayor cantidad de flavonoides vs acidos
fendlicos, (posiblemente debido a su efecto fotoprotector en la planta) (Allen et al.,
1998; Ferreres et al., 2009). Encontraron 12 flavonoides y 3 acidos fendlicos, siendo,
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isoorientin-7-O-glucosido (lutonarina) el compuesto principal de las hojas de cebada
(Ferreres et al., 2009). Un estudio mostré que el lutonarina podria tener un efecto
protector contra la aterosclerosis causada por la oxidacion de lipoproteinas en
plasma sanguineo (Benedet et al., 2007). Otro compuesto flavonoide encontrado en
el pasto de cebada fue la saponarina, que mostro un efecto antioxidante casi del
100 % a comparacion del a-tocoferol que no mostro poca actividad antioxidante
frente a la peroxidacioén lipidica de w-3 acidos grasos poliinsaturados (Kamiyama
and Shibamoto, 2012). Por lo tanto, las hojas de cebada podrian ser aprovechadas
para el consumo humano en la dieta como una fuente de compuestos protectores,
que podrian usarse, por ejemplo, para aprovechar los desechos resultantes de la

obtencion de bebidas alcohdlicas.
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Tabla 3. Composicion nutrimental de la hoja de pasto de cebada seca

Contenido Media * DS Rango
Calorias (KJ/100 g) 1333+ 315 1055~1607
Sodio (mg/100 g) 328.2 +288.4 50~833
Carbohidratos (%) 579+5.1 55.2~64.0
Fibra (%) 295+15.5 2.0~39.1
Proteina (%) 27.3+4.3 19.9~34.1
Grasa (%) 4.57 £1.31 2.30~6.03
Vitamina A (mg/100 g) 20.5+4.7 14.4~25.0
Vitamina B1 (mg/100 g) 0.61£0.40 0.05~1.19
Vitamina B2 (mg/100 g) 1.56 + 0.65 0.24~2.41
Vitamina B3 (mg/100 g) 7.18 £7.39 2.20~16.49
Vitamina B6 (mg/100 g) 1.12+£0.97 0.18~2.58
Vitamina B12 (mg/100 g) 1.16 £ 0.26 0.81~1.40
Vitamina C (mg/100 g) 251.6 £ 239.1 19.4~548.0
Vitamina E (mg/100 g) 15.0 £ 141 6.1~46.1
Calcio (Ca, mg/100 g) 479.4 +172.5 330~819
Fésforo (P, mg/100 g) 380.4 +60.7 283~430
Cromo (Cr, mg/100 g) 0.14 £ 0.06 0.09~0.21
Cobre (Cu, mg/100 g) 1.66'+1.25 0.72~3.50
Azufre (S, mg/100 g) 305.5+6.4 301~310
Hierro (Fe, mg/100 g) 23.3+10.1 10.0~41.2
Magnesio (Mg, mg/100 g) 183.2 £46.0 110~247 .1
Manganeso (Mn, mg/100 g) 3.94 + 1.56 2.3~54
Molibdeno (Mo, mg/100 g) 0.048 + 0.006 0.042~0.053
Potasio (K, mg/100 g) 3384 + 649 2400~4300
Zinc (Zn, mg/100 g) 3.43 £ 1.36 1.80~5.68
Clorofila (mg/100 g) 542.9 + 88.2 438~662
Superoxido dismutasa (U/g) 440.0 £ 39.8 416~1382
Catalasa (U/g) 839.0 £ 142.7 675~935
Lutonarin (mg/100 g) 342.9£92.3 200.0~540.0
Saponarin (mg/100 g) 726.2 + 250.1 300.0~1260.0
Polifenoles totales (%) 1.06 £ 0.02 1.03~1.08
Flavonoides totales (mg/100 g) 526.2 + 52.7 487.5~593.4
ABTS (RC50, ug/mL) 53.3+9.1 41.8~63.8
GABA (mg/100 g) 150.5+24.2 125~183
Triptéfano (mg/100 g) 736.7 £ 569.0 290~1400

Modificada de (Zeng et al., 2018)
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2.8. Efectos antinutricios o de toxicidad en el grano y hoja joven de cebada

Trabajos realizados con un extracto metandlico de la semilla de H. vulgare,
en donde se analiz6 el efecto agudo, siguiendo directrices de la OCDE-425, 2001,
obtuvieron una dosis de letalidad de 5000 mg/kg y una décima parte de la dosis
maxima del extracto de 500 a 300 mg/kg fue seleccionada para la evaluacién en la
actividad hepatoprotectora (Purvi A. Shah, Mihir Y. Parmar, Vaishali T. Thakkar,
20009).

Kubatka y sus colaboradores en el 2016, administro .dosis a dos
concentraciones de 3 g/ kg (0,3%) y 30 g/ kg (3%) del pasto de cebada (H. vulgare
L., phylloma), observé que la dosis mas alta fue menos eficaz contra la
carcinogeénesis y que esto podria ser explicado por el exceso de dosis que conduce
a la toxicidad en el animal o un aumento en el metabolismo y eliminacion. Sin
embargo, otros estudios que utilizaron la misma dosis mostraron efectos
antineoplasicos de Chlorella y cascaras de frutas en una forma dosis dependiente.
Por ello el interés de determinar dosificaciones adecuadas en modelos in vivo, que
tengan efecto benéfico a la salud, sin causar efectos adversos como la toxicidad, ya
que la dosis es especifica entre las diferentes substancias que contiene los
alimentos de origen vegetal.

2.9. Estudios pruebas-in vitro de la hoja joven de cebada

En el laboratorio de Biologia Celular en la Facultad de Ciencias Naturales,
UAQ, Razo y colaboradores (2013), determiné el efecto citotoxico sobre células de
cancer de-mama MCF-7 con la finalidad de obtener una curva dosis-respuesta y se
observo que un extracto hidroalcoholico de pasto de cebada liofilizado (EHPCL),
presentd un efecto citotoxico en funcion de la concentracion, siendo la
concentracion de 100 pg de PCL/ml la que provocé una disminucién en la
proliferacion del 94% en las células de cancer de mama MCF-7 comparadas con las
que no fueron tratadas.
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Estudios realizados por (Soto et al., 2018), cuantificaron fenoles totales,
flavonoides, taninos y capacidad antioxidante de un pasto fresco, seco vy liofilizado
de cebada de la variedad Esmeralda (Hordeum vulgare), los resultados mostraron
que el EHPCL contiene polifenoles y capacidad antioxidante en sus diferentes
presentaciones, lo que indica que pueden ser utilizados en diferentes pruebas
relacionadas con procesos oxidativos como en diabetes, cancer u oftras

enfermedades cronicas no transmisibles, ofreciendo beneficios a la salud.

(Jacobo et al., 2018) analizaron el efecto antiproliferativo de un extracto de
pasto de cebada (Hordeum vulgare), observaron que una CI50 de 100 ug/ml en
linea celular no transformadas (fibroblastos humanos), de cancer de prostata PC-3,
y cancer de mama MCF-7 y MDA-MB 231, disminuyo el porcentaje de proliferacion
celular de manera significativa (p<0.05), esto resultados mostraron la sensibilidad
antiproliferativa del pasto de cebada en modelos de cancer in vitro.

Resultados parecidos fueron reportados en un estudio en el que utilizaron
un extracto de hierba de cebada (Hordeum vulgare L.) como muerte celular
apoptotica de las células de cancer de mama y préstata al aumentar los niveles de
ROS intracelular (Woo et al., 2017). Para aclarar el mecanismo de actividad
antiproliferativa, del pasto de cebada, se realizé un ensayo en una linea celular
MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), inhibio significativamente la viabilidad
de la Células MCF-7 de una manera dependiente de la dosis y el tiempo a
concentraciones de 0.0625-1 mg / ml, Como consecuencia, se observo una
reduccion significativa de la poblacién de células en fase GO/ G1y G2 /M (Kubatka
et al., 2016).
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2.10. Estudios pruebas in vivo del grano y pasto de cebada

El conjunto de los fitoquimicos presentes en la hoja joven de cebada (H.
vulgare L., phylloma), contribuyen a los efectos benéficos, en lugar de uno solo, por
ello se han realizado estudios con modelos animales. Para revelar dichos efectos,
en un estudio se indujo carcinogénesis mamaria en ratas hembra Sprague-Dawley,
se observo que inhibié el desarrollo de tumores mamarios de rata en una dosis
independiente, en la dosis mas baja de 3 g / kg (0,3%), a comparacion de la dosis
alta de 30 g / kg (3%), fue menos eficaz contra la carcinogénesis (Kubatka et al.,
2016).

Aumento del volumen fecal atribuible al contenido de fibra insoluble que

contiene el pasto de cebada (Ikeguchi et al., 2014).
2.11. Estudios clinicos en humanos

Estudios en humanos donde se analiz6 el efecto de un extracto de la hoja de cebada
joven en el perfil de lipidos en plasmay su susceptibilidad a la oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), en fumadores y no fumadores con
hiperlipidemia, los cuales recibieron 15 g / dia del extracto de hoja de cebada joven.
Se obtuvo una disminucion de los valores plasmaticos de colesterol total y LDL y un
aumento de HDL, para ambos grupos. También reveld que las acciones
antioxidantes posteriores a la ingestion del pasto de cebada, fueron 70.2% en no
fumadores y 37.2% en fumadores (Yu et al., 2004).
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2.12. Modelo animal para pruebas de experimentacion

Los modelos animales se han utilizado desde las primeras investigaciones
cientificas y actualmente continuan siendo utilizados, para entender las funciones
individuales de los genes, los mecanismos de diferentes enfermedades y la
efectividad y toxicidad de varios farmacos y compuestos quimicos. Los genomas de
muchos organismos modelo han sido secuenciados, y se ha descubierto que
muchos genes se encuentran conservados entre los organismos modeloy el
humano, por ello son considerados como herramientas indispensables en la

investigacion biomédica.

Los modelos animales mas usados son los ratones y ratas de las cepas
C57BL/6 (raton), BALB/c (ratdén), Sprague-Dawley. (ratas) y Wistar (ratas). Estos
modelos son utilizados en investigaciones de inmunologia, oncologia, fisiologia,

patologia y cada vez mas en neurociencia (Johnson, 2012).
2.12.1. Rata Sprague-Dawley

La rata Sprague-Dawley es una cepa hibrida albina con cabeza larga y
estrecha. Es de gran utilidad en las investigaciones ya que posee una alta tasa de
reproduccion y una baja incidencia de tumores espontaneos. Su temperamento
calmado y facil manejo son atributos agradables para el atareado cientifico y los
técnicos de laboratorio (Johnson, 2012). El peso corporal de las ratas macho adultos
es de 250 a 300 g para las hembras, y 450 a 520 g para los machos. La vida util
tipica es 2,5 afios a 3,5 afios (Laboratorio de Ensayos Biologicos (LEBI), 2014).

2.13. Toxicidad oral aguda

“Se refiere a los efectos adversos que ocurren después de la administracion
oral de una dosis Unica de una sustancia, o dosis multiples administradas dentro de
las 24 horas” (OCDE, 2008a).
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2.14. Toxicidad subaguda

Es una evaluacion importante para caracterizar los estudios de dosis-
respuesta después de administracion repetidas (28 dias) (Freitas de Lima et al.,
2017). Generalmente se realiza una vez que se lleva a cabo la prueba de toxicidad
aguda, proporcionando informacién sobre los posibles peligros para la salud y surge
de la exposicion repetida durante un periodo relativamente limitado generalmente
de 28 dias (OCDE, 2008b).

2.15. Toxicocinética de los glucidos flavonoides

Los estudios sobre el analisis fendlico del pasto de cebada revelan la
presencia de C-glucosil flavonas, gran parte de los compuestos descritos en esta
planta se derivan de saponarina (isovitexin-7- O -glucésido) vy Ilutonarina
(isoorientin-7- O- glucésido) (Ferreres et al., 2008; Ferreres et al., 2009).

Los flavonoides se han involucrado en actividades bioldgicas benéficas en
diferentes estados patoldgicos, como cancer, enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades cardiovasculares, antivirales, antidiabéticas, antiinflamatorias entre
otras, todas ellas relacionadas al estrés oxidativo, sin embargo el efecto que
proporcionan los compuestos fenolicos como los flavonoides va mas alla de su
efecto antioxidante (Williams et al., 2004), que proporciona su estructura clasica
presente en los alimentos. Los flavonoides se encuentran con frecuencia en formas
glicosiladas o esterificados, que consiste en C ¢ C 3 C 6 anillos, es decir, los anillos
Ay B unidas por un anillo de tres carbonos C, capaz de donar hidrogenos, debido

a la presencia de sus grupos hidroxilo (Wang et al., 2018).

Las acciones biolégicas de los flavonoides se han atribuido a sus
propiedades antioxidantes, por un lado a través de sus capacidades reductoras o
sus posibles influencias en el estado redox intracelular. Estudios recientes han
observado que su actividad antioxidante donante de hidrégeno clasica es poco
probable que sea la unica explicacion de los efectos celulares, Debido al
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metabolismo in vivo que ocurre al modificar su extructura, lo cual altera su potencial
redox (Williams et al., 2004).

Actualmente se sabe que el tracto gastrointestinal desempena funciones
importantes para la absorcion de los glucosidos flavonoides, una vez la
administracion oral, pasan a estbmago, no esta muy claro el papel que desempena,
debido a su area de superficie relativamente pequefia, Sin embargo los modelos in
vitro muestran que compuestos como las antocianinas pueden ser absorbidos
desde el estobmago y escindido por medio de la enzima [3-glucosidasa especifica del
estomago y trasladarse al enterocito por medio de la bilitranslocasa (transportadora

de aniones organicos) (Hostetler Gregory L, Ralston Robin A, 2017).

La arquitectura del intestino delgado, mas largo que el estdmago y su
contenido de vellosidades y microvellosidades, permite una mejor absorcion, se ha
observado que el yeyuno e ileon juegan un papel importante en la absorcion de
estos compuestos, La escision de glucésidos flavonoides en el intestino se puede
llevar a cabo por la glicosidasa o por medio de lactasa- florizina hidrolasa (LPH),
localizadas en la pared del intestino delgado del lado de la cavidad intestinal
(Hostetler Gregory L, Ralston Robin A, 2017) (figura 4).

Una vez que ocurre la desglicosilacion, la aglicona resultante puede
ingresar a la célula por difusion pasiva, debido al aumento de lipofilicidad. También
se ha reportado que compuestos como la quercetina 4'-O-gluc6sido pueden ser
transportados por el transportador de glucosa dependiente de Na 1 (SGLT1)
presente en la membrana del intestino delgado, posteriormente ser hidrolizados
dentro de la célula por la B-glucosidasa citosdlica (CBG). En el enterocito puede
ocurrir reacciones de fase | y [l como lo es la glucuronidacion por las UDP-glucuronil
transferasa, Ademas, en el caso de los flavonoides que contienen un catecol en el
anillo B, también pueden ocurrir O-metilacion catalizada por la accion de la COMT
(Catecol O-metiltransferasa), o de forma combinada glucurénidos O-metilados
(Yang et al., 2018).
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Los compuestos que no son absorbidos en intestino delgado pasan a colon,
donde la microbiota colonica puede realizar modificaciones extensas que incluyen
hidrdlisis, oxidacion y escision del anillo, formando metabolitos fendlicos
secundarios mas pequefos que también pueden ser absorbidos (Spencer et al.,
2004).

Posteriormente los metabolitos resultantes de flavonoides presentes en el
enterocito, salen en direccion a la vena porta hepatica, por medio de los
transportadores ABC de casete de union a ATP P-gp, MDR1, MPR2, dirijiendose al
higado en donde participan los OATP (polipéptido transportador de aniones
organicos), que pertenecen a la superfamilia de transportadores SLC (portador de
solutos), facilitando la entrada de compuestos al compartimento celular, para
experimentar un metabolismo adicional (Yang et al., 2018).

El higado es un 6rgano importante para el metabolismo de hidratos de
carbono, proteinas y lipidos. Los estudios demuestran que los metabolitos de
flavonoides son transportados al higado donde se producira un metabolismo
adicional de fase I-Il. Las isoformas involucradas en la glucuronidacion en higado
humano es UGT 1A9 y la UGT 1A8 para intestino humano, ambas muestran la tasa
de formacion mas rapida respectivamente, Posteriormente pueden ser distribuidos
a los tejidos periféricos, quizas incluso a través de la barrera hematoencefalica, los
metabolitos que no se absorben por los tejidos, son eliminados por la orina
(Schroeter et al., 2002). Tambien se han estudiado las enzimas del citocromo p450
humano (CYP) en el higado, CYP1A2 y CYP3A4 son las enzimas clave que
participan-en la desmetilacion de los metabolitos de flavonoides, por otra parte se
ha observado que la desconjugacion puede atribuirse a las enzimas f3-
glucuronidasas presentes en tejidos humanos como el higado o el intestino delgado
o durante condiciones locales de inflamacion (Spencer et al., 2004; Yang et al.,
2018). Ademas tanto en higado como en intestino delgado, es mas probable que la
bioactividad de los flavonoides in vivo se derive de sus conjugados y no
precisamente de las formas dietéticas ingeridas (Schroeter et al., 2002).
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Posteriormente, los metabolitos que no son distribuidos a los tejidos, entran
a la bilis donde pueden ser almacenados y posteriormente excretados por el
conducto biliar directamente hacia la luz del duodeno, Los compuestos conjugados
pueden sufrir un metabolismo adicional y convertirse en la aglicona primaria y
reabsorberse volviendo a la circulacion sistémica (Ciclo entero-hepatico). La
fraccion de compuestos que no se reabsorbe se elimina por las heces (Schroeter
et al., 2002).
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M. JUSTIFICACION

Los efectos benéficos de la hoja joven del pasto de cebada (Hordeum
vulgare), como medicina tradicional se encuentran descritos en la literatura,
probados en modelos in vitro e in vivo, con modelos animales y humanos. Estas
pruebas se han enfocado en investigar efectos en diferentes patologias como
cancer, diabetes tipo 2, dislipidemias, etc. A pesar de que algunos estudios reportan
dosis bajas y altas, no hay datos suficientes que demuestren la seguridad en las
cantidades de consumo del pasto joven de cebada y los estudios realizados, en su
mayoria son pruebas a nivel de modelos in vitro. Por ello, este estudio se basa en
investigar la toxicidad de un extracto de la hoja joven de cebada (Hordeum vulgare),
a diferentes concentraciones con pruebas agudas y subagudas, en modelos in vivo
con la finalidad de conocer los efectos adversos y establecer una dosis segura
(NOAEL) para posibles tratamientos de la administracion del pasto de cebada como
un posible alimento funcional que los seres humanos puedan consumir

habitualmente y de forma segura.

42



IV. HIPOTESIS

La administraciéon oral aguda en una dosis de 5000 mg/kg y subaguda en
dosis de 250 y 500 mg/kg de peso, del consumo de un extracto hidroalcohdlico de
pasto de cebada (Hordeum vulgare), no provoca efectos de toxicidad en ratas

Sprague-Dawley de ambos sexos.
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V. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Evaluar la toxicidad aguda y subaguda en la administracién oral de un
extracto hidroalcohdlico de pasto de cebada (Hordeum vulgare) en ratas Sprague-
Dawley de ambos sexos.

5.2. Objetivos especificos

Determinar la dosis letal 50 por medio de la prueba de toxicidad aguda en
la administraciéon oral de un extracto hidroalcohdlico de pasto de cebada (Hordeum
vulgare) en ratas Sprague-Dawley de ambos sexos.

Determinar el nivel de efecto adverso no observado (NOAEL) por medio de
la prueba de toxicidad subaguda en la administracion oral de un extracto
hidroalcohdlico de pasto de cebada (Hordeum vulgare) en ratas Sprague-Dawley de

ambos sexos.

Evaluar el efecto de la administracién oral de un extracto hidroalcoholico de
pasto de cebada (Hordeum vulgare) en ratas Sprague-Dawley de ambos sexos por
medio de pruebas bioquimicas.

Evaluar el efecto en la administracién oral de un extracto hidroalcoholico de
pasto de cebada (Hordeum vulgare) mediante analisis histopatoldgicos de higado,
rindn y corazon de ratas Sprague-Dawley de ambos sexos.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. Aprobacion bioética

Se cuenta con la aprobacién del Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro (10FCN2019) para la
realizacion del presente estudio. En todo momento se observaron los lineamientos
de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999), sobre las especificaciones
Técnicas para la Produccion, Cuidado y uso de los Animales de Laboratorio, bajo

las consideraciones éticas correspondientes.
6.2. Material vegetal

Para la siembra del pasto de cebada se utilizaron semillas de pasto de
cebada (Hordeum vulgare) de la variedad Esmeralda, proporcionada por Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Celaya, a
cargo del Dr. Mauro Refugio Zamora Diaz. Las semillas fueron sembradas en
campo abierto en area agricola del campus Amazcala de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro (20°42'43.3"N 100°15'31.6"W).
en el mes de julio de 2019, época Optima para su desarrollo, sin tratamiento quimico,
utilizando 10 g de semilla por m?, sobre un suelo de textura arcillo-arenosa, fertilidad
media-baja, con reaccion ligeramente alcalina (pH 7.2) de 30 cm de profundidad, se

suministraron 2 riegos cada semana.

El pasto fue cortado cuando alcanz6 una altura de 20 a 30 cm. Esto a un

mes aproximadamente de la siembra.
6.3. Obtencion del extracto hidroalcoholico de pasto de cebada

El pasto recién cosechado fue secado en una estufa (Shel lab 1375 Fx,
USA) de aire caliente a una temperatura de 40°C, hasta llegar a un peso constante,
posteriormente se pulverizo en un molino (Thomas Scientific Model 4 Wiley, USA).

Se paso por dos tamices de 1 mm y 0.5 mm, hasta obtener la harina del pasto.
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Se almacend en bolsas herméticas estériles de 100 g cada una, esto para
tomar la harina necesaria para cada experimento y evitar la degradacion de toda la
obtenida. Fue almacenado a -70°C en ausencia de luz para evitar la degradacién
de compuestos.

Se tomo 100 g de la harina de pasto y se agregé en 1000 ml de una mezcla
metanol/agua en proporcién 80:20 (Y/v), posteriormente fue colocada en agitacion
constante y en ausencia de luz por 24 horas. El extracto metandlico-acuoso se filtro
a través de un papel filtro (Whatman 541) y posteriormente se almaceno a una
temperatura de 4°C en ausencia de luz, este procedimiento se repitio, hasta obtener

la cantidad de muestra suficiente para cada experimento.

Se preparé el rotaevaporador (BUCHI Heating Bath B-490,) a una
temperatura de 40°C, presidon 250 mBar/hpa, esto para acelerar la recoleccion del
metanol, pero evitar la evaporacién del agua (punto de ebullicion 80°C a 400mmHg),
Se agrego el extracto metandlico dentro de un matraz baldn, una vez que comenzo6
la rotaevaporacion se observo que no hiciera ebullicion el extracto, esto indica que

se elevo la temperatura y que el agua comienza a evaporarse.

Se vigilé que se colecte en el otro matraz el metanol ya que el proceso tardo
aproximadamente de 6 a 8 horas para completarse, Se realizé en ausencia de luz
y al finalizar se obtuvo en un matraz el extracto y en el otro el metanol, que se midio

para confirmar el volumen recuperado.

El extracto fue colocado en una liofilizadora (LABCONCO Freezone 6,
kansas city Missouri) y se llevo la muestra a 133x10* mBar y -50°C para obtener un
polvo fino por medio de sublimacion que finalmente fue el precursor de nuestro

analisis, al terminar se peso y registro el polvo obtenido para evaluar el rendimiento.

El producto liofilizado fue etiquetado y almacenado en frascos ambar a una

temperatura de refrigeracion.
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6.4. Tipo de estudio y modelo animal

Estudio experimental, comparativo y longitudinal. Cuarenta y dos ratas
Sprague-Dawley de ambos sexos libres de patégenos especificos fueron obtenidas
del Bioterio del Instituto de Neurobiologia, de la Universidad Nacional Auténoma de
México (INB-UNAM Campus Juriquilla). De cuatro semanas de edad, peso
aproximado (110 + 22 g). Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en
el Bioterio de la Facultad de Ciencias Naturales UAQ, Los animales se separaron
segun el sexo y se les permitio la adaptacion al nuevo entorno durante al. menos 7
dias previo al estudio. Todas las ratas se alojaron en jaulas de acrilico individuales
y se mantuvieron en condiciones libre de patdégenos especificos, a una temperatura
de (22 + 2°C), con ciclo de luz/oscuridad de 12:12 h, humedad relativa de (50 a
60%). Las ratas fueron alimentadas con una dieta estandar de LabDiet (Pet Foods,
S.A. de C.V.) y agua ad libitum, posterior a la aclimatacion, los animales fueron
seleccionados de manera aleatoria para cada experimento. De las 42 ratas
utilizadas en todo el experimento, 12 se utilizaron en la prueba de toxicidad aguda

y 30 para la prueba de toxicidad subaguda.
6.4.1. Estudio de toxicidad oral aguda

De acuerdo con la OCDE directriz 425 (OCDE, 2008a), Se utilizaron ratas
Sprague-Dawley un total de (n = 12; 6 machos, 6 hembras), de 4 semanas de edad.
El liofilizado de pasto de cebada fue rehidratado en agua destilada y se administro
a través de una sonda oral 0.5 ml del extracto rehidratado. Se administro una dosis
limite unica de 5000 mg/kg de peso corporal, A tres ratas de cada sexo, (n= 6/
grupo, 3 machos y 3 hembras) que se dejaron en periodo de ayuno de 8 a 12 horas
antes de la dosificacion (los alimentos, pero no el agua). Después del periodo de
ayuno, los animales fueron pesados y la sustancia de prueba fue administrada. Se
tomé el peso corporal en ayunas de cada animal y la dosis se calcul6 de acuerdo
con el peso corporal, posterior a la administracion se dio acceso ad libitum al
alimento. Los grupos control para ambos sexos (n = 6 / grupo, 3 machos y 3

hembras) recibieron solo agua destilada en el mismo volumen de 0.5 ml.
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Antes y después de la administracion, los animales se observaron,
posteriormente una vez al dia durante 14 dias. De acuerdo con el Test de Irwin en
ratas con leves modificaciones (Avellaneda, 2011; Christapher et al., 2017). El dia
15 los animales fueron sacrificados por decapitacion.
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Grafica 1. Diagrama de decisiones prueba de toxicidad aguda
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6.4.2. Estudio de toxicidad oral subaguda

De acuerdo con la directriz OCDE 407 (OCDE, 2008b), Se utilizaron ratas
Sprague-Dawley un total de (n=30 / 15 machos, 15 hembras) de 4 semanas de
edad. Los animales se dividieron en 3 grupos de (n= 10 / grupo, 5 machos y 5
hembras). El liofilizado de pasto de cebada fue rehidratado en agua destilada y se
administro a través de una canula oral 0.3 ml, Se administraron dos dosis diferentes
(250, 500, mg/kg de peso corporal), diariamente durante 28 dias consecutivos. El
grupo control recibi6 solo el vehiculo (Agua destilada). Los animales fueron pesados
y la sustancia de prueba fue administrada. Posterior a la administracion se dio

acceso ad libitum al alimento.

Antes y después de la administracion, los animales se observaron, De
acuerdo con el Test de Irwin en ratas con leves modificaciones (Avellaneda, 2011;
Christapher et al., 2017). El dia 29 los grupos (250, 500 y control) fueron sacrificados
por decapitacion.
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Grafica 2. Diagrama de decisiones prueba de toxicidad subaguda
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6.5. Estudio de signos clinicos

Durante la prueba se realizaron, observaciones dos veces al dia antes y
después de la administracion, de acuerdo con el Test de Irwin en ratas con leves

modificaciones (Avellaneda, 2011; Christapher et al., 2017).

El consumo de alimentos y la ingesta de agua se midieron semanalmente

hasta la culminacién de cada experimento.

Todas las ratas se pesaron una vez antes del tratamiento y luego
semanalmente. Al final de cada experimento, posterior al sacrificio, se calculo el

peso relativo de los 6rganos con la siguiente formula:

Peso relativo de los organos = peso absoluto de los 6rganos (g) x 100 /
peso corporal de la rata en el dia del sacrificio (g) {Formatting Citation}.

6.6. Quimicas sanguineas y biometrias hematicas.

Los parametros bioquimicos se evaluaron por medio de analisis de
biometrias hematicas de la serie roja y la serie blanca y quimicas sanguineas. A
todos los animales que sobrevivieron al final del estudio. Las muestras de sangre
se tomaron en la decapitacion, recuperando la sangre en tubos morados con
anticoagulante EDTA, para la realizacion del examen de biometria hematica, las
muestras fueron enviadas de manera inmediata a analizar y procesarse en el Kx-
21N — Hematology Analizer y los tubos amarillos activadores de gel fueron
centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos para el analisis de quimica sanguinea
en el Spin120. Los procedimientos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Nutricién
Humana de la Facultad de Ciencias Naturales.

6.7. Analisis Histopatologicos

Los 6rganos obtenidos del sacrificio, fueron lavados con solucién salina al
0,9% (P/v), se pesaron y se fijaron en formaldehido al 10 %, posteriormente se
procesaron para la inclusion de parafina. Se prepararon secciones (5 ym de
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espesor) y utilizo el método de tincion con hematoxilina y eosina (HE). Los tejidos
(corazon, higado y rifidn), se analizaron en un (microscopio 6ptico) por su estructura
general, cambios degenerativos, evidencia de necrosis y signos de inflamacién
(Araujo et al., 2017). En el laboratorio de histologia de la Facultad de Ciencias
Naturales.

6.8. Analisis estadisticos

Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar (DE). La
diferencia significativa entre los grupos se determiné por medio-de la prueba t
student para el estudio agudo y ANOVA seguido de la prueba post hoc de Dunnett
para la prueba subaguda. Un valor de p < 0.05 se considero significativo. Los datos
fueron analizados en el programa estadistico IBM SPSS Statistics (Version 25.0,
IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.).
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VIl. RESULTADOS

7.1. Prueba de toxicidad aguda

La DL 50 de un extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada (EHPC)
(Hordeum vulgare), fue mayor a 5000 mg/kg de peso para ratas Sprague-Dawley
de ambos sexos, ya que ningun animal en experimentacion murio. Por lo tanto, el

extracto hidroalcohdlico de pasto de cebada se considera de baja toxicidad.

7.1.1. Cambios en el peso corporal prueba aguda

Grafica 3. Peso en gramos (g) de ratas machos y hembras en la prueba de toxicidad
aguda del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum vulgare)
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Los valores son expresados como la media + desviacién estandar; n =3 (machos o
hembras). No hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EHPC con t-
student (P < 0.05).

El peso corporal aumenté gradualmete durante todo el periodo del estudio,
el aumento del grupo experimental del EHPC (Hordeum vulgare) no fue
significativamente diferente al grupo control (p < 0.05) para ambos sexos (grafica
3).
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7.1.2. Cambios en el consumo de alimentos y agua prueba aguda

Grafica 4. Efectos del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum
vulgare) en el consumo de alimento en la prueba de toxicidad aguda
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Los valores son expresados como la: media + desviacién estandar; n =3 (machos o
hembras). No hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EHPC con t-
student ( P <0.05).
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Grafica 5. Efectos del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum
vulgare) en el consumo de agua en la prueba de toxicidad aguda
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Los valores son expresados como la media + desviacién estandar; n =3 (machos o
hembras). No hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EHPC con t-
student ( P <0.05).

Los resultados respecto-a la ingesta de alimento y agua mostraron una
tendecia similar durante la semana 1 y 2 para ambos sexos, Aunque el grupo
experimental del EHPC (Hordeum vulgare) consumié menos alimento y agua
respecto al grupo control, no fue significativamente diferente (P < 0.05) (grafica 4
y 5). Eso serelaciono con los resultados obtenidos en el peso corporal, para ambos
sexos, ya que el grupo experimental EHPC, tuvo una tasa de crecimento menor que
el grupo control, aunque tampoco se observaron diferencias estadisticamente

significativas.
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7.1.3. Efecto sobre el peso relativo de los 6rganos en la prueba aguda

Tabla 5. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum
vulgare) sobre el peso relativo de los 6rganos en la prueba de toxicidad aguda.

Sexo Machos Hembras
Grupo Control 5000 mg/kg Control 5000 mg/kg
Higado 416 +0.15 420+0.20 3.50 £ 0.81 3.63+0.15
Rifones 1.06 £ 0.05 1.00 £ 0.00 1.06 £ 0.05 1.13 £0.05
Corazén 0.50 + 0.00 0.53 +0.05 0.60 + 0.00 0.60 +0.10
Pancreas 0.43 +0.05 0.46 + 0.05 0.63+0.5 0.56 + 0.11
Bazo 0.26 + 0.05 0.36 + 0.05 0.36'+0.05 0.33+0.05
Timo 0.43+0.11 0.43 £ 0.11 0.50 £ 0.10 0.43 +0.05

Los valores son expresados como la media + desviacién estandar; n =3 (machos o
hembras). No hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EHPC con t-
student (P < 0.05).

El peso absoluto de los 6rganos se convirtio en peso relativo, es decir por
100 g de peso corporal en ayunas, como se muestra en (tabla 5). Los datos indican
para ambos sexos que el grupo experimental administrado con EHPC (Hordeum
vulgare) no fue significativamente diferente (P < 0.05) en comparacion con el grupo

control del vehiculo.
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7.1.4. Efecto sobre parametros de biometria hematica en la prueba aguda

Tabla 6. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum
vulgare) sobre parametros de Biometria Hematica en la prueba de toxicidad aguda

Sexo Machos Hembras

Grupo Control 5000 mg/kg Control 5000 mg/kg
WBC (1073 /ul) 15.10 £ 4.05 10.76 £ 2.44 8.63+5.19 9.76 £ 1.05
LYM (1073/uL) 10.80 + 2.96 8.33+1.92 6.56 + 3.52 7.96 £0.77

PLT(10A3/uL) | 887.00+139.86 890.00 + 107.68 697.66 + 230.16  850.00+ 120.31
RBC (106 /ul) 7.06 +0.16 7.28+0.17 7.34 £ 0.42 7.25+0.41
HGB (g/dL) 14.33 £ 0.37 15.16 £ 0.60 15.36 £ 0.15 14.96 £ 0.05*
HCT (%) 43.50 £ 0.50 45.36£0.90° = 45.03+0.95 43.50 £ 1.49
MCV (fL) 61.60 + 2.08 62.30 £1.45 . 61.43%2.20 60.00 + 1.94
MCH (pg) 20.300.85 20.8310.72 20.96 +0.97 20.66 + 1.06
MCHC (g/dl) 32.93:0.55 33.400.65 34.13 £ 0.40 34.40 £ 1.05

Los valores son expresados como la media + desviacion estandar; n =3 (machos o
hembras). El asterisco indica diferencias significativa entre el grupo control y experimental
EHPC con t-student (P < 0.05). WBC: leucocitos, LYM: linfocitos, PLY: plaquetas, RBC:
eritrocitos, HGB: hemoglobina, HCT: hematocrito, MCV: volumen corpuscular medio, MCH:
hemoglobina corpuscular media, MCHC: concentracion de hemoglobina corpuscular media.

El efecto del EHPC sobre los indices hematoldgicos se examino al final del
estudio (tabla 6). El grupo experimental administrado con EHPC (Hordeum vulgare)
mostro un efecto no significativo para ambos sexos sobre WBC, LYM, PLT, RBC,
MCV, MCH, MCHC, RDW. Sin embargo, se obtuvo diferencia estadisticamente
significativa (P < 0.05) para machos en el porcentaje de HCT y en hembras HGB,

en comparacion con el grupo control.
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7.1.5. Efectos sobre parametros de quimica sanguinea en la prueba aguda

Tabla 7. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum
vulgare) sobre parametros de quimica sanguinea en la prueba de toxicidad aguda

Sexo Machos Hembras
Grupo Control 5000 mg/kg Control 5000 mg/kg
Glucosa (mg/dL) 138.33+5.09 152.63+13.80 | 122.30+2.38 129.00 £ 3.15*
Acido urico (mg/dL) 0.90 +0.26 0.93+£0.20 1.40 £0.17 1.06 + 0.37
Creatinina (mg/dL) 0.33% 0.11 0.36 + 0.05 0.40 £ 0.00 0.40+ 0.00
Urea (mg/dL) 53.76 £ 4.07 49.23 £ 6.20 51.83+10.37 41.56 £7.77
Proteina T. (g/dL) 5.60 £ 0.17 5.56 +£ 0.23 5.40 £ 0.30 5.46 +0.32
Colesterol (mg/dL) 75.20 + 8.47 86.86 + 8.03 81.93 £ 2.51 72.73+6.84
HDL (mg/dL) 40.53 £ 0.40 47.60 £ 5.50 4423 +1.70 39.23+7.75
LDL (mg/dL) 23.33+7.50 24.00 £ 0.00 23.33 £ 3.51 22.33+3.05
VLDL (mg/dL) 11.33+1.15 15.33.+£3.78 14.00 £ 3.60 11.00 £+ 2.64
Triglicéridos (mg/dL) 57.76 £ 6.72 77.03+1719 | 71.30+18.21 57.13+13.53

Los valores son expresados como la media + desviacién estandar; n =3 (machos o
hembras). El asterisco indica diferencias significativa entre el grupo control y experimental
EHPC con t-student (P < 0.05). HDL: lipoproteinas de alta densidad, LDL: lipoproteinas de
baja densidad, VLDL.: lipoproteinas de muy baja densidad.

Los resultados sobre los parametros de quimica sanguinea, en el grupo
experimental administrado con EHPC (Hordeum vulgare), en hembras, muestran
diferencia significativa (P < 0.05), en glucosa, pero no para machos, en
comparacion con el control. No se observaron diferencias significativas para acido
urico, creatinina, urea, proteina t, colesterol, HDLc, LDLc, VLDL vy triglicéridos, para

ambos sexos del grupo experimental vs control (tabla 7).
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7.1.6. Efecto sobre parametros bioquimicos de funcion y lesion hepatica en la

prueba aguda

Tabla 8. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum
vulgare) sobre parametros de funcién y lesion hepatica en la prueba de toxicidad aguda

Sexo Macho Hembra

Grupo Control 5000 mg/kg Control 5000 mg/kg
Albumina (g/dL) 3.50 £ 0.00 3.46 £+ 0.23 3.46 £ 0.15 3.56+0.15
Bil.total (umol/L) 4.21+£0.25 3.41 £ 0.51 3.53+1.04 3.02+0.39

TGO/AST (U/L) 169.66 + 41.23 157.33 £ 19.13 156.33 £20.25 131.33+12.74

TGP/ALT (U/L) 62.00 + 3.46 59.33 £4.04 53.66 +2.51 55.66 + 2.30

ALP (U/L) 752.36+ 118.69 801.93+ 99.41 488.70+£31.35 614.33 £90.73

Los valores son expresados como la media + desviacion estandar; n =3 (machos o
hembras). No hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EPHC con t-
student (P < 0.05). Bil. total: bilirrubina total, TGO/AST: aspartato aminotransfrasa,
TGP/ALT: alanina aminotransferasa, ALP: fosfatasa alcalina.

Los marcadores bioquimicos en la prueba de funcidn hepatica en el grupo
experimental administrado con EHPC (Hordeum vulgare), respecto al grupo control,
indican que no hubo cambios significativos (P < 0.05) como se resume en la (tabla

8).
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7.1.7. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC

(Hordeum vulgare) sobre el higado en la prueba aguda

La evaluacion histopatoldgica de las seccion de higado muestra sinusoides claros,
vena central bien delineada y triada portal sin cambios histopatoldgicos, en los
controles de machos y hembras. Sin embargo, después de la administracion de la
dosis limite de 5000 mg/kg del EHPC, mostro lesiones hepaticas caracterizadas por
una histoarquitectura mayoritariamente distorcionada. En machos pudimos
observar hiperplasia de conductos biliares moderada difusa, infiltracion linfocitaria
perilobulillar. En hembras los cambios encontrados fueron, infiltracion linfocitaria
focal moderada.

Controles 5000 mg/kg

N
L {

Machos

Hembras

Figura 3. Corte de higado de ratas machos y hembras del grupo control y tratamiento dosis limite
unica de 5000 mg/kg del EHPC Hordeum vulgare. H&E, 40X.

A1 — B1: Control machos y hembras: Triada portal con a) Vena portal, b) Arteria, c) Conducto biliar.
A2: Tratamiento machos (5000 mg/kg): La flecha corta indica infiltracion linfocitaria perilobulillar y la
flecha larga hiperplasia de conducto biliar moderada difusa.

B2: Tratamiento hembras (5000 mg/kg): La flecha indica una infiltracién linfocitaria focal moderada.
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7.1.8. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC

(Hordeum vulgare) sobre el rifién en la prueba aguda

La evaluaciéon en la arquitectura celular del rindn se muestra sin cambios
histopatoldgicos, para el grupo control de machos y hembras (figura 4). Corpusculos
renales, tubulos proximales y distales claramente diferenciados. El grupo
experimental administrado con 5000 mg/kg del EHPC para machos, no revel6
cambios histopatoldgicos; Sin embargo, en hembras el analisis revel6 lesiones
patolégicas; Glomerulitis moderada difusa. Estos resultados indican que las
hembras fueron mas susceptibles al dafo causado por el EHPC que los machos.
Controles 5000 mg/kg

Machos

Hembras

Figura 4. Corte de rifiones de ratas macho y hembra del grupo control y tratamiento dosis limite Unica
de 5000 mg/kg del EHPC Hordeum vulgare. H&E, 40X.

A1 — B1: Control machos y hembras: Corteza renal a) Glomérulo, b) Tubulos contorneado proximal,
c¢) Tubulo contorneado distal.

A2: Tratamiento machos (5000 mg/kg): Corteza renal a) Glomérulo, b) Tubulos contorneado
proximal, ¢) Tubulo contorneado distal. Sin cambios histopatolégicos.

B2: Tratamiento hembras (5000 mg/kg): Se observo una glomerulitis moderada difusa, indicada por
la flecha.
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7.1.9. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC

(Hordeum vulgare) sobre el corazén en la prueba aguda

La evaluacion histopatoldgica sobre la arquitectura celular del corazén en el grupo
control para machos y hembras, no muestra cambios histopatologicos. Por otra
parte el grupo experimental administrado con 5000 mg/kg del EHPC para machos,
no se encontraron cambios histopatoldgicos; Sin embargo, en hembras se observé
congestion moderada difusa y miocarditis focal moderada (figura 5).

Controles 5000 mg/kg

Machos

Hembras

Figura 5. Corte de corazon de ratas macho y hembra del grupo control y tratamiento dosis limite
Unica de 5000 mg/kg del EHPC Hordeum vulgare. H&E, 40X.
A1 —B1: Control machos y hembras: Miocardio, Sin cambios histopatolégicos.

A2: Tratamiento machos (5000 mg/kg): Sin cambios histopatolégicos.
B2: Tratamiento hembras (5000 mg/kg): La flecha larga indica una congestion moderada difusa y la

flecha corta una miocarditis focal moderada.
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Peso corporal (g)

7.2. Prueba de toxicidad subaguda

7.2.1. Cambios en el peso corporal prueba subaguda

Grafica 6. Peso en gramos (g) de ratas machos y hembras en la prueba de toxicidad
subaguda del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum

vulgare).

——
——

&
—
—G

o

0 1 2 3 4
Tiempo (semanas)

Control machos
Machos 250 mg/kg
Machos 500 mg/kg
Control hembras
Hembras 250 mg/kg
Hembras 500 mg/kg

Los valores son expresados como la.media + desviacion estandar; n =5 (machos o hembras). No
hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EHPC. ANOVA seguido la prueba

post hoc de Dunnett ( P < 0.05).

A lo largo del estudio se observo una aumento gradual del peso corporal
en machos y hembras. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
(P < 0.05).en el peso corporal en machos o hembras de los grupos de dosis bajas

o altas en comparacién con sus respectivos controles.

64



7.2.2. Cambios en el consumo de alimento y agua prueba subaguda

Grafica 7. Efectos del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC (Hordeum
vulgare) en el consumo de alimento en la prueba de toxicidad subaguda
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Control machos
Machos 250 mg/kg
Machos 500 mg/kg
Control hembras
Hembras 250 mg/kg
Hembras 500 mg/kg

Los valores son expresados como la media + desviacion estandar; n =5 (machos o hembras). No
hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EHPC. ANOVA seguido la prueba
post hoc de Dunnett ( P < 0.05).
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Gréfica 8. Efectos del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada (Hordeum
vulgare) en el consumo de agua en la prueba de toxicidad subaguda
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©
= Control hembras
S 404
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s . Hembras 500 mg/kg
2 204
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=
o I I I 1
0 1 2 3 4

Tiempo (semanas)

Los valores son expresados como la media + desviacion estandar; n =5 (machos o hembras). No
hay diferencia significativa entre el grupo control y experimental EHPC. ANOVA seguido la prueba
post hoc de Dunnett ( P < 0.05).

Los resultados en la ingesta de alimento y agua en los grupos
administrados con EHPC en las dosis de 250 y 500 mg/kg, para ambos sexos, no
mostraron diferencias significativas (P < 0.05), respecto a los grupos control,
durante el periodo de experimentacion (grafica 7 y 8).
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7.2.3. Efecto sobre el peso relativo de los 6rganos prueba subaguda

El peso relativo de los 6rganos mostro una diferencia no significativa (P <
0.05) en cuanto al peso del higado, rifilones, bazo y timo, en los grupos
administrados con EHPC, respecto a sus grupos control, para ambos sexos. El dia
29, el porcentaje del peso relativo del corazén en hembras que recibieron 250 mg/kg
de EHPC se vio disminuido y el pancreas aumentado significativamente (P < 0.05),
en comparacion con el grupo control. Sin embargo los resultados no significativos
del grupo 500 mg/kg en la administracion de EHPC, en hembras, respecto a los
controles, indican que las variaciones del peso relativo de los 6rganos no fue dosis
dependiente (tabla 9).
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7.2.4. Efecto sobre parametros de biometria hematica en la prueba subaguda

Los resultados en el analisis hematoldgico de las hembras administradas
con EHPC en dosis repetidas de 500 mg/kg, en comparaciéon del grupo control,
revel6 una disminucion significativa (P < 0.05) en WBC y LYM. Sin embargo, en los
machos los valores no mostraron diferencias significativas respecto a su grupo
control. No hubo cambios significativos en otros parametros (tabla 10).
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7.2.5. Efectos sobre parametros de quimica sanguinea en la prueba subaguda

No se observaron diferencias significativas (P < 0.05), en parametros de
quimica sanguinea para ambos sexos, mostrados en la (tabla 11).
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7.2.6. Efecto sobre parametros bioquimicos de funcion y lesion hepatica en la

prueba asubguda

Como se muestra en la (tabla 12), Los parametros de lesion hepatica en
las hembras, mostraron diferencias significativas (P < 0.05), de TGO/AST en los
grupos administrados con EHPC, en la dosis de (250 mg/kg), en comparacioén con
el grupo control.
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Hembras

7.2.7. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC

(Hordeum vulgare) sobre el higado en la prueba subaguda

La arquitectura de higado en la prueba subaguda de los grupos control para
machos y hembras, se muestran sin cambios histopatologicos. Los grupos
administrados con EHPC en dosis de 250 mg/kg en machos se observd, hiperplasia
de conductos biliares moderada difusa. En hembras estuvo presente hiperplasia de
conductos biliares moderada difusa mas infiltracion linfocitaria perilobulillar.. El grupo
de 500 mg/kg, presento para ambos sexos; hiperplasia de conductos biliares
moderada difusa, infiltracion linfocitaria multifocal perilobulillar (figura 6).

Controles 250 mg/kg 500 mg/kg

et

Figura 6. Cortes de higado de ratas machos y hembras del grupo control y tratamiento en dosis (250
y 500 mg/kg) repetidas por 28 dias del EHPC de Hordeum vulgare. H&E, 40X.

A1 — B1: Control machos y hembras: Triada portal con a) Vena portal, b) Arteria, c) Conducto biliar.
A2: Tratamiento machos (250 mg/kg): La flecha indica hiperplasia de conductos moderada difusa.
A3: Tratamiento machos (500 mg/kg): Se puede observar hiperplasia de conductos biliares
moderada difusa (flecha larga), eh infiltracion linfocitaria perilobulillar (flecha corta).

B2 — B3: Tratamiento hembras (250 y 500 mg/kg), para ambas dosis se muestra hiperplasia de
conductos biliares moderada difusa (flecha larga), eh infiltraciéon linfocitaria perilobulillar (flecha
corta).
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Machos

Hembras

7.2.8. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC

(Hordeum vulgare) sobre el rifion

La arquitectura celular del rifidn en la prueba subaguda, en los grupos
controles de machos y hembras, se muestra sin cambios histopatoldgicos (figura 7).
Los grupos admistrados con el EHPC de machos y hembras, en la dosis de 250 y
500 mg/kg mostrd glomerulitis moderada difusa.

Controles 250 mg/kg 500 mg/kg

Figura 7. Corte de rifiones de ratas macho y hembra del grupo control y tratamiento en dosis (250 y
500 mg/kg) repetidas por 28 dias del EHPC de Hordeum vulgare. H&E, 40X.

A1 — B1: Control machos y hembras: Corteza renal a) Glomérulo, b) Tubulos contorneado proximal,
c¢) Tubulo contorneado distal.

A2 — B2: Tratamiento machos y hembras (250 mg/kg): La flecha indica glomerulitis moderada difusa.
A3 — B3: Tratamiento machos y hembras (500 mg/kg): La flecha indica glomerulitis moderada difusa.
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Machos

Hembras

7.2.9. Efecto del extracto hidroalcohdlico de pasto joven de cebada EHPC

(Hordeum vulgare) sobre el corazén

Los cardiomiocitos de los grupos controles, se observan sin cambios
histopatoldgicos. Sin embargo, el grupo de 250 mg/kg presento congestién
moderada difusa para ambos sexos. Por otra parte el grupo de 500 mg/kg, ademas
de presentar congestion moderada difusa, también se puede observar miocarditis

focal en ambos sexos.

250 mg/kg 500 mg/kg

Controles

Figura 8. Corte del corazén de ratas macho y hembra del grupo control y tratamiento en dosis (250
y 500-mg/kg) repetidas por 28 dias del EHPC de Hordeum vulgare. H&E, 40X.

A1 = B1: Control machos y hembras: Miocardio, Sin cambios histopatolégicos.

A2 — B2: Tratamiento machos y hembras (250 mg/kg): La flecha indica congestion moderada difusa.
A3 — B3: Tratamiento machos y hembras (500 mg/kg): Congestiéon moderada difusa (flecha larga) y
miocarditis focal (flecha corta).
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VIIl. DISCUSION

En el presente estudio, la DL 50 en la administracién oral de la prueba
aguda del extracto hidroalcohdlico de pasto de cebada no causé mortalidad en
los animales en ratas Sprague-Dawley de ambos sexos, lo que sugiere que la
dosis letal media es superior a 5000 mg / kg. Por lo cual el EHPC entra en una
categoria 5 de las sustancias poco toxicas (OMS, 2009). Sin embargo, tomando
en cuenta los posibles efectos acumulativos del EHPC después de una
administracion oral repetida, la dosis seleccionada para el estudio subagudo fue
la decima parte del estudio de toxicidad aguda (Olayode et al., 2019). El
monitoreo diario durante la administracion en la dosis unica'y repetida, confirmo
que las dosis no indujeron la muerte. En la prueba de toxicidad subaguda, no se
observo mortalidad en los grupos (control, 250, 500 mg/kg/dia), para ambos
sexos, durante el periodo de tratamiento de 28 dias. Sin embargo, En la primera
semana de administracion, solo una hembra del grupo de dosis de 250 mg/kg/dia
fue sacrificada y sometida a necropsia por razones del protocolo bioético. El dia
5 se observé una disminucion de peso-corporal del 6 %, con perdida del apetito
y movimientos circulares repetidos. El dia 6 mostré disminucion en la actividad
y disnea. Los hallazgos en la necropsia revelaron una protuberancia en las
vértebras cervicales del animal, esto se asocio a una lesién por parte de la madre
para amantar a su-cria, Por ello no se relaciono con la administracién del EHPC.

En el presente estudio se utilizo el test de Irwin en ratas, este fue util
para evaluar los signos clinicos; en la prueba aguda, no se observaron
alteraciones, en la postura, piel, ojos, orejas, pelaje y efectos gastrointestinales
durante el periodo de observacion. Tampoco se vieron comprometidos los
patrones de conducta habitual de las ratas administradas con EHPC en
comparacién con el control. Sin embargo, tres animales en el estudio subagudo,
una hembra del grupo de 500 mg/kg de peso, y dos machos, uno del grupo de
250 y otro del grupo control presentaron problemas dentales, se percato que los
incisivos inferiores estaban desgastados y por ende se vio afectada la ingesta
de alimento, debido a que todos los grupos presentaron este problema, no se
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relaciono con la administracion del EHPC. Por otra parte, se observaron
deposiciones sueltas transitorias en machos y hembras en la dosis mas alta (500
mg/kg), sin embargo, fueron casos aislados y desaparecieron con el paso de los
dias.

El monitoreo del peso corporal y la ingesta de alimentos de los animales
en experimentacion, son indicadores comunmente de toxicidad después de la
administracion de medicamentos o quimicos (Teo et al., 2002). En general las
sustancias toxicas podrian conducir a anormalidades en el peso corporal y por
ello es un indicador facil de obtener y sensible a la toxicidad (Olayode et al.,
2019). En el estudio agudo se observo disminucion en el peso corporal del grupo
experimental administrado con EHPC, aunque estos resultados no tuvieron una
diferencia significativa (P < 0.05) comparado con el grupo control, una ingesta
de alimentos menor por parte del grupo experimental vs el control, pueden
considerarse como una posible explicacién de estos cambios en el peso
corporal; sin embargo, el peso relativo de los 6rganos no mostro diferencias
significativas, entre el grupo EHPC y el control para ambos sexos, otros estudios
muestran datos similares. (Yihang et al., 2016) reporto que para el extracto
acuoso de la planta Aspidopterys obcordata, La DL 50 se estimo6 > 5000 mg / kg
de peso corporal, ya que todos los parametros medidos en ratas tratadas con A.
obcordata no se vieron afectados en comparacion con los de las ratas control.

Después de la administracion repetida durante 28 dias del EHPC, No
hubo cambios significativos en el peso corporal, tampoco en la ingesta de
alimento y-agua. Los grupos incrementaron su peso corporal de manera normal,
sin diferencias significativa (P < 0.05) entre el tratamiento y el control para
ambos sexos respectivamente. Sin embargo, el peso relativo de los 6rganos en
hembras mostro diminucién (P < 0.05) significativa del corazén, pero un
aumento en pancreas significativo en el grupo 250 mg/kg de peso corporal, en
comparacién con el grupo control. La alteracion en el peso relativo de los
organos puede ser resultado de un posible dafio toxico diferencial entre el sexo.
Un posible dafio en corazon fue confirmado por los hallazgos en el analisis
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histopatoldgico de las hembras, ya que presentarén congestion moderada difusa
en ambas dosis administradas (250 y 500 m/kg). Aunque el peso relativo del
corazon en el grupo de 500 mg/kg, no fue significativamente diferente respecto
a los controles. Estos resultados indican cambios fisiologicos de interés,
respecto a la toxicidad del EHPC. Otros reportes sobre la evaluacion de toxicidad
en farmacos (lhsan et al., 2010; Murbach et al., 2017), observaron este mismos
comportamiento, la disminucion significativa en el peso relativo del corazon en
los grupos tratados, respecto a los controles. Sin embargo, otros analisis donde
han evaluado la toxicidad de plantas con contenido fitoquimico, no se encontrd
el mismo efecto en la disminucion del peso relativo de los 6rganos (Adewale et
al., 2016; Nahdi et al., 2018; Unuofin et al., 2018). Esta informacion proporciona
evidencia inicial de la seguridad del extracto hidroalcohdlico de pasto de cebada,
por una parte, la ausencia de mortalidad y por otra, el inicio de signos clinicos
adversos observables del EHPC en ratas durante la prueba aguda (dosis unica)

y subaguda (dosis repetidas).

El torrente sanguineo es el principal medio de transporte de muchos
farmacos y xenobidticos, en donde las células sanguineas, estan inicialmente
expuestas a concentraciones significativas de compuestos toxicos (Yehya et al.,
2019). Los biomarcadores hematologicos son utilizados actualmente para
determinar posibles efectos adversos de farmacos y sustancias quimicas.
Recientemente la evidencia cientifica ha demostrado que el consumo de plantas
medicinales, indiscriminado puede causar alteraciones en el perfil hematolégico
(Sani et al.; 2009). El hematocrito es un indicador que representa el volumen que
ocupan-los hematies respecto al total de la sangre. En la prueba de dosis unica
los datos revelaron diferencia significativa (P < 0.05) en % HCT en el grupo
experimental de los machos administrados con EHPC (Hordeum vulgare) vs el
grupo control. Las elevaciones significativas de baja magnitud en el hematocrito
se ha relacionado con una deshidratacion leve (Murbach et al., 2017), Sin
embargo, el % HCT y el recuento de eritrocitos estaba dentro del rango de
algunos de los valores de referencia publicados (Han et al., 2010). Se
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consideraron indicativos variacion biolégica normal y sin relevancia toxicolégica
(Murbach et al., 2017).

El sistema hematopoyético es uno de los objetivos mas sencibles de las
sustancias toxicas, en la médula ésea donde se lleva acabo la produccion de
glébulos rojos (Olaniyan et al., 2016). En el estudio agudo observamos una
disminucion significativa (P < 0.05) de HGB en las hembras del grupo
experimental en comparacion con el control; Sin embargo, la diferencia no
significativa en los indices de globulos rojos sugiere que el EHPC no afecto la

produccion de células sanguineas, por lo cual no indujo anemia.

Las hembras administradas con la dosis: maxima de 500 mg/kg del
EHPC, en el estudio subagudo, presentaron una disminucién significativa en el
recuento de WBC y LYM, en comparacion con el grupo control. Los globulos
blancos son un conjunto de células sanguineas, entre ellas los linfocitos, que
participan en la inmunidad adaptativa y celular. Generalmente un aumento indica
la presencia de infeccidn u antigenos, lo cual genera inflamacion (Nahdi et al.,
2018), pero una disminucion esta relacionada con leucopenia, que puede ser
ocasionado por problemas en la médula ésea, bazo o timo, érganos encargados
de su produccidn, crecimiento y desarrollo. Lo cual conlleva a un debilitamiento
del sistema inmune. Los parametros de referencia en el recuento de glébulos
blancos para hembras comparados con los obtenidos en el presente trabajo
indican que el grupo de 250 mg/kg y el control se encuentran por encima del
rango_establecido. Los valores de LYM obtenidos en hembras se mantuvieron
en los parametros de referencia (Giknis et al., 2006), para los grupos tratados
con EHPC; Sin embargo, el grupo control se vio aumentado. Por lo cual no se
encontrd una relacién de dosis o hallazgos correlacionados en otros parametros
del estudio y se considero indicativo de variacion biologica normal (Murbach et
al., 2017). La sensibilidad diferencial del efecto, con respecto al sexo en la
administracion de EHPC, se confirmo por la falta de cambios significativos en el
recuento de WBC en machos.
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Los analisis de quimica sanguinea son biomarcadores de gran utilidad
para evaluar la funcién hepatica, renal y cardiovascular, ya que su papel es vital
en los procesos metabdlicos (Olayode et al., 2019). En la prueba aguda, De
todos los parametros analizados (tabla 7 y 8), La glucosa se vio a la alza en el
grupo experimental en machos y hembras; Sin embargo, en comparacion con el
control, solo las hembras fueron significativamente diferente (P < 0.05). Aun asi
el valor de glucosa en hembras estaba dentro de los parametros normales para
sexo, edad y tipo de cepa (Giknis et al., 2006). No obstante los datos bioquimicos
nos dieron indicios de cambios fisiopatolégicos en hembras y machos que se
relacionaron con el analisis histopatoldgico de las secciones de higado, rinon y
corazon, al presentar lesiones de leves a moderadas. Aunque fueron mas
marcados en hembras que en machos, lo cual nos habla de efectos diferenciales
por sexo (Gochfeld, 2017).

Los parametros analizados en la quimica sanguinea en la
adiministracion repedida por 28 dias en las dosis de 250 y 500 mg/kg no
mostraron diferencias significativas (P < 0.05), respecto al grupo control (tabla
11), y los valores obtenidos se encontraron en el rango establecido para sexo,
edad y tipo de cepa (Giknis et al., 2006). Los biomarcadores utilizados
comunmente, para- evaluar posible dafno hepatico, causado por sustancias
toxicas, son las transaminasas (AST Y ALT). El dafio al hepatocito, aumenta su
permeabilidad de la membrana celular, provocando la liberacion de las
aminotransferasas en el torrente sanguineo (Saleem et al., 2017). ALP esta
presente en rifion, higado, intestino, hueso y placenta. Es la enzima principal
involucrada en la eliminacion del pirofosfato inorganico, un inhibidor de la
mineralizacion 6sea (Goes et al., 2012). Es un marcador estandar de obstruccion
del tracto biliar, enfermedades 6seas o dafo hepatico (Manjunatha et al., 2005).
Se ha informado que un aumento fisiolégico de los niveles plasmaticos se
produce en animales en fase de crecimiento indicativo de la mineralizacion de

la matriz extracelular y actividad osteoblastica en el hueso (Sanchez et al., 2002).
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En el presente estudio AST, mostro disminucion significativa (P < 0.05) en
hembras en el grupo tratado con 250 mg/kg del EHPC en comparacion con el
grupo control. AST esta presente en diferentes tejidos (corazéon, musculo
esquelético, rifion, cerebro e higado), mientras que la ALT se localiza
principalmente en el higado (Algandaby, 2015), Sin embargo, no se obtuvo
diferencias significativas (P < 0.05) en este parametro ni en ALP. Los valores
obtenidos en el presente trabajo de AST, ALT y ALP se encontraron por encima
de los parametros reportados y ya establecidos para sexo, edad y tipo de cepa
(Giknis et al., 2006), en todos los grupos, incluso como 'se menciond
anteriormente la AST en los controles de las hembra fue mayor que en los grupos
experimentales 250 y 500 mg/kg de EHPC (tabla 12). Un estudio de datos
histéricos en ratas Sprague Dawley considerando ‘valores de referencia de
parametros bioquimicos, reveld, que los valores fisioldgicos de AST y ALT
podrian aumentar 3, 5y 6 veces el valor medio, respectivamente (Petterino and
Argentino-Storino, 2006). Lo cual podria explicar la diferencia estadistica no
significativa en la prueba aguda y subaguda de estos analitos en los grupos
tratados con EHPC, en todas las dosis, con relacion a sus respectivos controles.
Sin una relacion de dosis o hallazgos correlacionados en otros parametros del
estudio, se consider¢6 indicativo de variacion bioldgica normal y sin relevancia
toxicologica (Murbach et al.,, 2017). Ademas, la bilirrubina, un indicador
importante en el diagnostico de una destruccion elevada de eritrocitos,
disfuncion hepatica o de una obstruccion de los conductos biliares, se encontrd
en rangos. normales. Las diferencias significativas obtenidas en la prueba
subaguda no parecen estar relacionadas a la dosis; Sin embargo, estuvieron
presentes en hembras y no en machos. Lo que suguire una respuesta diferencial
de los organos por sexo (Olayode et al., 2019). Varios informes han
documentado que las hembras tienen mayores efectos adversos en
compraracion con los machos. Esto se debe a varios factores entre los cuales
se describe la toxicocinética, toxicodinamica, la anatomia, la fisiologia,

bioquimica y la genética. Los xenobioticos pueden interactuar de manera
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diferente con las hormonas sexuales masculinas y femeninas y sus receptores
(Gochfeld, 2017).

Ademas, el examen histopatologico de higado, riidn y corazon en ratas
administradas con el EHPC, revelo lesiones de leves a moderadas, incluso en
los animales tratados con las dosis mas bajas del EHPC, en la prueba aguda
(5000 mg/kg) y subaguda (250, 500 mg/kg). El higado present6 dafios mas
evidentes, que el riidn y el corazdén, Sin embargo, para que una-disfuncion
hepatica sea clinicamente evidente, es necesario que mas del 70 % del
parénquima hepatico se vea afectado, Esta puede ser una razén por la cual el
rendimiento fisiologico de los animales no se vio afectado. Estudios demuestran
que metabolitos como los flavonoides son transportados al higado donde se
produce un metabolismo adicional de fase I-Il. Se ha reportado que el higado es
uno de los principales 6rgano blanco para farmacos y/o xenobioticos (Schroeter
et al., 2002). El analisis histologico fue de utilidad para observar lesiones
tempranas, causadas por los compuestos fendlicos presentes en el EHPC,
aunque no representativo para observar disfuncion hepatica, renal o
cardiovascular a niver bioquimico. Otros estudio muestran datos similares (Elias
et al., 2011). Sin embargo, (Thatiparthi et al., 2019), difere con nuestros
resultados, encontraron que el pasto de cebada joven de 15 a 16 con de altura,
administrado en dosis-de 200 a 400 mg/kg por 60 dias, mejoré el perfil lipidico
alterado, el peso corporal y el IMC, enzimas hepaticas AST, ALT, ALP y fue
potente antioxidante para mejorar los cambios necroticos inducidos en el modelo
in vivo por una dieta alta en grasas. Las diferencias pueden deberse a la
preparacion del pasto de cebada, si bien nuestro estudio realizé un extracto
hidroalcoholico, no asi (Thatiparthi et al., 2019), quienes realizaron un jugo a

partir del pasto de cebada.

El presente estudio, es el primero en la literatura que se centré en los
posibles efectos adversos de un extracto hidroalcohdlico de pasto de cebada.
Sin embargo, las dosis de 250 y 500 mg/kg de peso corporal no fueron seguras
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para establecer el nivel de efecto adverso no observado (NOAEL). Los datos
toxicologicos obtenidos de este estudio ayudaran a seleccionar las mejores dosis
para futuros estudios y obtener la dosis inicial maxima recomendada (MRSD)

para ensayos clinicos.
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IX. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico del pasto joven de cebada (Hordeum vulgare), en las
dosis probadas en la prueba de toxicidad aguda y subaguda, mostraron el potencial
para provocar cambios histopatologicos en 6rganos diana (higado, rifidn y corazon).
Aunque se ha demostrado el potencial benéfico a la salud de esta planta. El
presente estudio demostro que los fitoquimicos extraidos, a los que se les atribuye
un efecto antioxidante, pueden inducir dafos de leves a moderados en

concentraciones elevadas y un periodo prolongado.

La necesidad de tener informacién sobre la seguridad en el consumo de plantas
medicinales, es cada vez es mas demandante, debido al aumento en el consumo
alrededor del mundo y los efectos adversos que esto podrian tener como
consecuencia de su abuso. Por ello las evidencias sugieren tener precaucion y

evitar el consumo indiscriminado de este tipo de plantas medicinales.

El presente estudio, contribuye en el area de investigacion y desarrollo de extractos
naturales, elaborados a partir de plantas con potencial benéfico a la salud. Sin
embargo, los resultados suguieren que el pasto de cebada joven, debe evaluarse
mas a fondo, para garantizar dosis seguras en futuros estudios preclinicos. Ademas
de obtener la dosis inicial maxima recomendada (MRSD) para ensayos clinicos.

El desarrollo de pautas nutricionales es fundamental para orientar a la poblacién
sobre el consumo de compuestos polifendlicos, presentes en una gran variedad de
alimentos'y hierbas medicinales, con el fin de prevencion y mejora en la calidad de
vida, en patologias de importancia en la salud publica, relacionadas con un

desequilibrio oxidativo.

Debido a la pandemia por COVID-19, no fue posible concluir la prueba subaguda,
como se tenia planeado en el presente estudio. Los grupos con las dosis mas altas
de 1000 mg/kg y el grupo satelite. Sin embargo, se vera la manera de continuar con
la investigacion, al reanudar actividades, por parte de las autoridades

correspondientes.
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X. ANEXOS

10.1. Registro del peso prueba de toxicidad aguda

No. de rata | Pesoinicial Dia1 | Peso dia 7 | Peso final dia 14
MACHOS
E C E C E C
1
2
3
HEMBRAS
1
2
3

(E): animales experimentales;(C): animal control.

87



10.2. Registro de peso prueba de toxicidad subaguda

Nl?a.tge Peso Dia 1 Peso Dia 7 | Peso Dia 14 | Peso Dia 21 Peso Dia 28
Grupo control
M H M H M H M H M H
1
2
3
4
5
Dosis 250mg /kg
1
2
3
4
5
Dosis 500 mg/kg
1
2
3
4
5

M): Macho; (H): Hembra
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