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57  Resumen: 
Extractos de polisacáridos de cereal, método para 
obtenerlos, composición farmacéutica que lo contiene 
y su uso como agente antitumoral y/o antifibrótico. 
La presente invención describe un procedimiento de 
obtención de extractos de polisacáridos de origen 
vegetal para ser usados como agentes antitumorales 
y/o ant i f ibrót icos, procedentes de cereales,  
concretamente rigo y más concretamente Triticum 
aestivum, así como el uso de estos extractos como 
medicamento y en especial para el tratamiento de 
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DESCRIPCIÓN 

 

EXTRACTOS DE POLISACÁRIDOS DE CEREAL, MÉTODO PARA 

OBTENERLOS, COMPOSICIÓN FARMACÉUTICA QUE LO CONTIENE Y SU USO 

COMO AGENTE ANTITUMORAL Y/O ANTIFIBRÓTICO 5 

 

SECTOR DE LA TÉCNICA 

 

La presente invención se encuentra dentro del campo de la biología, botánica, nutrición 

y biomedicina. En concreto, se refiere a la obtención de extractos de polisacáridos de 10 

origen vegetal para ser usados como agentes antitumorales y/o antifibróticos, 

procedentes de cereales, concretamente Trigo y más concretamente Triticum 

aestivum. 

 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 15 

 

A pesar de los desarrollos recientes en prevención y tratamiento, el cáncer causa 

millones de muertes anuales y supone una enorme carga económica a nivel mundial 

[1]. En 2020, el cáncer provocó 10,0 millones de muertes en todo el mundo, entre ellas, 

915.000 fueron a causa de cáncer colorrectal (CCR) [2]. Globalmente, se diagnostican 20 

entre 1 y 2 millones de nuevos casos de CCR cada año, lo que lo convierte en el tercer 

tipo de cáncer con más incidencia, y la cuarta causa de muerte relacionada con el 

cáncer [3,4,5].  

 

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de un CCR se encuentran i) la edad, ya 25 

que se diagnostica con mayor frecuencia en pacientes mayores de 50 años (90% de 

los casos) sin otras patologías ni enfermedades predisponentes; ii) los factores 

dietéticos, que juegan un papel esencial y se encuentran en continua investigación; de 

hecho, el consumo excesivo de alcohol, el sobrepeso y obesidad y ciertos tipos de 

alimentos (carne procesada) han sido vinculados a esta patología; iii) enfermedades 30 

predisponentes, especialmente la presencia de pólipos intestinales o de  enfermedad 

intestinal inflamatoria, que  hacen que estos pacientes deban ser consideradas de alto 

riesgo para el desarrollo de CCR; iv) la presencia de un CCR previo; v) los 

denominados factores genéticos o familiares, dado que en 25% de los casos existe un 

antecedente  familiar y en el 10% un componente hereditario y vi) por último, el estilo 35 
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de vida, en el que se debe destacar  la inactividad física, también se han relacionado 

con el CCR. 

 

A pesar de que los avances recientes en el tratamiento del cáncer son prometedores, 

aún se requiere descubrir nuevos componentes que puedan combatirlo con menos 5 

efectos secundarios en células no cancerosas. El desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas y de prevención abarca una gran cantidad de campos de investigación 

que se extienden desde la nanotecnología, la terapia génica, la inmunoterapia usando 

de estrategias que activan el sistema inmune o el uso de nuevos compuestos que 

puedan ser activos en el tratamiento del CCR o adyuvantes de las terapias actuales 10 

para la mejora de la respuesta al tratamiento. En este sentido, en las últimas décadas 

han sido de especial interés los compuestos extraídos de fuentes naturales [6,7], por 

lo que urge explorarlos en busca de compuestos activos beneficiosos. 

 

Polisacáridos de origen natural 15 

En los últimos años ha habido un interés creciente en la exploración de nuevos 

compuestos derivados de fuentes naturales renovables para un tratar y prevenir el 

cáncer de forma segura y efectiva. Los polisacáridos (PSs) están relacionados con la 

clase de sustancias naturales que han sido obtenidos a partir de microorganismos, 

hongos, algas y plantas. Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo que tienen 20 

propiedades antioxidantes inmunomoduladoras y efectos antitumorales [7,8,9]. 

Además, en estudios preclínicos se ha observado que la actividad biológica de los PSs 

naturales es capaz de disminuir el crecimiento tumoral y prolongar la supervivencia 

mediante estimulación inmune, apoptosis, y detención del ciclo celular [10]. 

 25 

En los últimos 20 años ha existido una tendencia a buscar nuevos PSs con 

propiedades antitumorales y que causen el mínimo daño a la célula huésped. En este 

sentido, los PSs aislados de plantas han sido a menudo considerados preferibles a 

otras fuentes debido a que son menos tóxicos y causan menos efectos secundarios 

[11]. Además, los PSs procedentes de plantas son macromoléculas complejas con 30 

variabilidad estructural y funcional amplia [12,13], lo que los convierte en una molécula 

poderosa con multitud de efectos biológicos. Ya se ha demostrado que los PSs 

derivados de varias plantas (manzana, ginseng, aloe y muchas otras) tienen 

propiedades antitumorales, inmunomoduladoras y antioxidantes [14,15]. 

 35 
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La actividad antioxidante de los PSs ha mostrado tener un efecto protector frente al 

daño por oxidación celular, minimizando el riesgo causado por especies reactivas de 

oxígeno. A su vez, se conoce que muchas enfermedades crónicas (entre ellas cáncer, 

diabetes, enfermedades cardiovasculares, etc.) están asociadas a estrés oxidativo y 

los PSs actúan como eliminadores de radicales libres [16,17]. Esta enorme magnitud 5 

de efectos beneficiosos de los PSs hace que sean altamente valiosos para prevenir y 

tratar el cáncer y otros muchos trastornos crónicos. 

 

Entre otros PSs de origen vegetal, las hierbas medicinales han sido investigadas con 

mayor frecuencia y han sido utilizadas en terapias adyuvantes contra el cáncer. 10 

Algunos de esos PSs de hongos y plantas medicinales se han utilizado para desarrollar 

productos farmacéuticos como lentinan, schizophyllan, Krestin, GanoPoly, astragalan, 

GCS-100, y PectaSol, con baja toxicidad a la vez que potente actividad antitumoral, y 

actualmente existen en el mercado como suplementos nutricionales o medicamentos. 

En Japón, China y Korea, PSs bioactivos ya han sido introducidos como adyuvantes, 15 

complementando los tratamientos estándar de radio- y quimioterapia [10]. Sin 

embargo, aunque todos ellos hayan mostrado un efecto anticancerígeno directo in vitro 

y/o in vivo, se usan preferentemente como inmunomoduladores y adyuvantes durante 

estos tratamientos. Este hecho probablemente se deba a que estos polisacáridos 

estimulan el sistema inmune a dosis bajas (0,5-100 µg/ml), mientras que ese efecto 20 

directo anticancerígeno requiere dosis mucho más elevadas (40-10000 µg/ml) (Tabla 

1). Por ejemplo, para el CRC la dosis necesaria fue de 5000 µg/ml. El uso de PSs a 

concentraciones elevadas para la terapia antitumoral se encuentra comprometido por 

la inhibición del crecimiento de las células normales junto con las células cancerosas.  

 25 

Nombre 
del 

producto 

Nombre 
químico 

Fuente 
Método de 
extracción 

Actividad 

Dosis 
efectivas en 
estudios in 

vitro 

Polisacáridos extraídos de hongos 

Lentinan  
β(1-3), β(1-6) 

glucanos. 

Shiitake, 

Lentinus edodes

Extracción con 

agua, también 

se pueden 

tomar del 

cultivo celular 

Inhibición de la expresión 

de TERT y MYC, 

apoptosis e inhibición de 

la proliferación celular 

junto a la mejora del 

supresor de tumores 

5 mg/ml 

(células de 

cáncer de 

colon) 

P202230419
12-05-2022ES 2 956 393 A1



 
 

 

 
 

  
 
 

 

5

TP53 

Shizofillan 

Esqueleto de 

1,3-β-D-

glucano con 

cadenas 

laterales de 

1,6-β-D-

glicosil 

Hongo 

Schizophyllum 

commune 

Extracción con 

agua, también 

se pueden 

tomar del 

cultivo celular 

Aumentó de forma 

significativa la tasa de 

apoptosis y bloqueó el 

ciclo celular de células de 

glioma de rata 

40 y 60 mg/L 

Krestin 

β(1-3), β(1-6) 

glucano con 

péptido 

Hongo Trametes 

versicolor 

 

Extracción con 

agua 

Interacción directa con 

células tumorales e 

inducción de una 

respuesta inflamatoria 

que causa la eliminación 

de células transformadas 

50 µg/ml 

Gano-Poly 

(1→6)-α/β-

glucanos, 

glicoproteínas 

y 

heteropolisacá

ridos hidrófilos 

Hongo 

Ganoderma 

lucidum 

 

Extracción con 

agua 

Inhibición de la migración 

celular, cambios en la 

morfología celular, 

aumento del Ca2+ 

intracelular y liberación 

de LDH. También 

aumenta los niveles de 

actividad de la caspasa 8 

0.625-5 

mg/mL) 

 

10mg/ml 

Polisacáridos extraídos de plantas

Astragalan 

Varía, 

dependiendo 

de la fracción 

y el método de 

extracción 

(contienen 

diferentes 

monosacárido

s: arabinosa, 

galactosa, 

manosa, etc.) 

Astragali Radix 

(Huangqi), la 

raíz seca de  

Astragalus 

membranaceus 

Extracción con 

agua, 

extracción de 

ultraondas, 

hidrólisis 

enzimática 

Expulsión de radical OH 

y H2O2, y efecto 

quelante de metales de 

transición, como Fe2+. 

Estimula la actividad 

fagocítica de los 

macrófagos. Modula los 

niveles de producción de 

citoquinas. 

5-10 mg/ml 

GCS-100 Varía 

Derivado de 

pectina de 

cítricos  

 
Induce apoptosis. Inhiben 

gal-3 

IC50 entre 

350-550 µg/ml

PectaSol Varía 

Pectina de 

cítricos 

modificada  

 

Induce la inhibición del 

crecimiento celular y la 

apoptosis a través de la 

5-10 mg/ml 
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inhibición de la ruta de 

señalización de MAPK y 

la activación de la 

caspasa 3. 

Inhiben gal-3 

Polisacáridos extraídos de cultivos celulares – presente invención

Polisacárid

os de 

cultivos 

celulares 

de trigo 

(WCCPSs, 

wheat cell 

culture 

polysacchar

ides) 

Diferente 

contenido de 

monosacárido

s según el 

extracto 

(arabinosa, 

galactosa, 

manosa, 

xilosa, 

glucosa, ácido 

urónico) 

Cultivo en 

suspensión de 

células de trigo 

Extracción 

etanólico, 

opcionalmente 

purificación 

por filtración 

en gel.  

 

Inducen la apoptosis y el 

arresto del ciclo celular a 

través de la activación de 

rutas de apoptosis y 

diferenciación celular. 

IC50 de entre 

10 a 1600 

µg/mL según 

el extracto 

 

Tabla 1. Comparación de los polisacáridos naturales existentes en el mercado 

 

También han sido investigadas la estructura química y características funcionales de 

PSs procedentes de cereales, tras ser sugeridas por su uso en alimentación, 

cosméticos e industria de los medicamentos [18,19]. Hay evidencias de actividad 5 

antitumoral e inmunomoduladora en PSs de salvado de arroz [20], y recientemente se 

ha revelado también el efecto antitumoral de PSs de salvado de trigo [21]. Sin 

embargo, no existen estudios del efecto biológico de los PSs obtenidos a partir del 

cultivo celular de cereales. 

 10 

Se ha demostrado que los tejidos de callos vegetales pueden ser una fuente de PSs 

valiosos [22,23]. Cultivar células vegetales es una aproximación biotecnológica que 

permite que se obtengan diferentes compuestos químicos con numerosas ventajas: no 

control de organismos, ausencia de cambios en las condiciones climáticas, 

homogeneidad, posibilidad de optimización, estandarización y mayor rendimiento [24]. 15 

  

El cultivo de tejido vegetal in vitro hace posible enfocarse en la producción de aquellos 

PSs que tengan un propiedades especiales [25]. Además, el cultivo de células 

vegetales permite la producción y regulación de la salida de fitoquímicos con 

biotransformación, lo que contribuye a la obtención de sustancias naturales con 20 
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actividad novedosa [26]. 

 

Callos de morfología friable 

Concretamente, los callos vegetales embriogénicos con morfología friable muestran 

características distintivas en comparación con otros tipos: células competentes 5 

embriogénicas únicas y complejos celulares embriogénicos, células con signos de 

muerte celular programada, y una red densa de polisacáridos en el espacio 

extracelular. La utilización del cultivo de callos embriogénicos de morfología friable 

como fuente de obtención de un cultivo en suspensión para el aislamiento de 

polisacáridos con actividad anticancerígena y/o antifibrótica no ha sido descrita en 10 

otras patentes o artículos. Este tipo de callos permiten regular la obtención y la 

composición química de los exopolisacáridos mediante el cambio del balance de 

fitohormonas en el medio de cultivo, lo que a su vez se correlaciona con el crecimiento, 

la morfogénesis y la diferenciación celular en este tipo de tejido. 

 15 

 

Mecanismos moleculares del cáncer 

Existen numerosos procesos que favorecen la aparición y la progresión del cáncer, 

entre ellos la desregulación de la apoptosis, el aumento de la proliferación celular, la 

incapacidad de diferenciación, o la presencia y acumulación de radicales libres. 20 

Centrarse en solucionar estas alteraciones ha sido hasta ahora el enfoque para 

encontrar nuevas soluciones y tratamientos que permitan frenar y hacer retroceder a 

esta enfermedad hasta su eliminación. 

 

Es ampliamente conocido que la apoptosis, la muerte celular programada de tipo I, es 25 

un mecanismo esencial para mantener el balance entre la muerte celular y la 

proliferación. Su desregulación suele ocasionar la progresión de células cancerosas. 

Notablemente, muchas células cancerosas parecen resistir los mecanismos de 

señalización de la apoptosis, sugiriendo la necesidad de buscar compuestos que 

induzcan la apoptosis en estas células [27,28]. Las células que sufren este proceso se 30 

caracterizan porque su cromatina se condensa y desfragmenta [29], las mitocondrias 

se agrandan y dañan y sus membranas internas se desorganizan, aparece una gran 

cantidad de vacuolas autofágicas con partículas en su interior, el aparato de Golgi se 

hincha, desaparece la membrana nuclear, y aparecen ampollas y cuerpos 

multilaminares. 35 
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Existen dos rutas que desencadenan apoptosis: la ruta intrínseca o mitocondrial, y la 

ruta extrínseca a través de receptores de muerte. Ambas rutas llevan a la activación 

de caspasas, y provocan cambios intracelulares como la condensación de la 

cromatina, fragmentación del DNA, formación de ampollas en la membrana y 5 

encogimiento de las células [30,31]. Hay multitud de rutas de señalización por las que 

puede tener lugar la apoptosis, involucrando a p53, Bcl-2, NFkB, MAPK y otras 

proteínas relacionadas [27]. Se ha reportado que el efecto citotóxico de los PSs 

procedentes de plantas se consigue a través de uno o más mecanismos: MAPK, NF-

kB, JNK, p38, p53, PARP, etc. [32,33,34]. 10 

 

Concretamente, en la ruta de activación intrínseca participan proteínas de la familia 

Bcl-2 [35], entre ellas Bax, que lleva a la liberación del citocromo C de la mitocondria 

al citoplasma [36], seguido de la activación de la caspasa 9 y finalmente la caspasa 

que ejecuta la apoptosis, la caspasa 3. Por otro lado, la ruta extrínseca, que ocurre 15 

con la activación de los receptores de muerte (Fas, TNFR-I, TRAIL, etc.), sigue con la 

activación de la caspasa 8, que desencadena la apoptosis a través de la caspasa 3 

[37]. 

 

En cuanto a la inhibición del crecimiento celular, suele asociarse a la disminución de 20 

los niveles de beta-catenina [38,39], lo que ocasionaría el bloqueo de la ciclina D1 y la 

ruta de genes APC (adenomatous polyposis coli); y a la disminución de la proteína c-

Myc [40]. Esto último causa un cambio en las células tumorales para volverse más 

diferenciadas, y con ello creciendo a tasa menores [41,42]. También se han 

relacionado los procesos de diferenciación con la disminución de los niveles de CD44. 25 

En general, el arresto del ciclo celular contribuye a la diferenciación, pero sin ser un 

elemento últimamente necesario para la misma, sino acompañado de la regulación a 

la baja de ciclinas o la activación de inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas 

(cyclin dependent kinases, CDKs) [43]. Además de en la ruta intrínseca de la 

apoptosis, también se ha relacionado al citocromo C con la diferenciación celular, 30 

usualmente acompañado de la rotura de caspasas, pero sin causar la muerte celular 

[44]. 

 

También se ha detectado que el receptor de CD44 está relacionado con la progresión 

de las células de cáncer colorrectal y parece ser un indicador prometedor para el 35 
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pronóstico de esta enfermedad [45]. La expresión de CD44 puede correlacionarse con 

la ruta Wnt y la transición epitelial-mesenquimal. Además, CD44 es un biomarcador de 

células madre cancerosas (cancer stem cells, CSCs) en algunos tumores y se 

considera que contribuye al crecimiento del cáncer y a la metástasis [46]. Se ha 

demostrado que se puede inducir la diferenciación de las CSC en mama con el noqueo 5 

de CD44, ocasionando la pérdida del fenotipo CSC junto con la reducción de la 

expresión de las proteínas Bcl-2, Muc-1 y la consecuente reducción de metástasis y 

tumorigénesis [47]. 

 

Existen también proteínas frecuentemente asociadas a la progresión del cáncer, como 10 

ocurre con NFkB. Esta proteína es ampliamente utilizada por las células como 

regulador de los genes que controlan la proliferación y supervivencia celular. Una 

sobreactivación del gen asociado lleva a la protección y la inducción de la proliferación 

de las células, que normalmente deberían morir por apoptosis, mientras que su 

inhibición aumenta la susceptibilidad de las células a la apoptosis. Hay dos tipos de 15 

rutas de NFkB, que se activan de forma diferente e inducen la activación de genes 

distintos: ruta clásica, de NFkB 1 a través de las proteínas p65/p50; y ruta alternativa, 

de NFkB 2 a través de las proteínas p100/p52 [48]. Ambos mecanismos son 

importantes en la tumorigénesis, aunque la ruta alternativa no se ha investigado en 

profundidad en el caso de células de cáncer colorrectal. Además, existen fármacos 20 

antitumorales que se han probado para inhibir la ruta clásica de NFkB, y no tantos para 

la ruta alternativa [49], lo que deja abierta la posibilidad de hacer investigaciones y 

aplicaciones de nuevos fármacos [50].  

 

Mecanismos moleculares de la fibrosis 25 

Los fibroblastos producen las proteínas estructurales de la matriz extracelular (MEC), 

como colágeno fibrilar y elastina, proteínas adhesivas, como laminina y fibronectina, y 

la sustancia fundamental, que comprende glicosaminoglicanos como el ácido 

hialurónico, y glicoproteínas. Sin embargo, los fibroblastos también juegan varios 

papeles adicionales más allá de la producción de MEC. Por ejemplo, participan en el 30 

mantenimiento y reabsorción de la MEC, cicatrización de heridas, inflamación, 

angiogénesis, progresión del cáncer y en la fibrosis tisular tanto fisiológica como 

patológica. De manera auxiliar, los fibroblastos producen y responden a un amplio 

rango de señales paracrinas y autocrinas, como citoquinas y factores de crecimiento. 

Apuntar a estos eventos de señalización auxiliares es la principal estrategia que 35 
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subyace a múltiples líneas de investigación que buscan una nueva generación de 

tratamientos para trastornos relacionados con los fibroblastos. 

 

Los fibroblastos son células mesenquimales derivadas del tejido del mesodermo 

embrionario, y no están completamente diferenciados. Pueden ser activados por una 5 

variedad de señales químicas que promueven la proliferación y la diferenciación celular 

para derivar en miofibroblastos, con una tasa de producción de matriz aumentada. La 

activación de los fibroblastos juega un papel vital en la cicatrización de heridas. Sin 

embargo, en algunos casos y debido a razones que aún no se han esclarecido 

completamente, su activación se vuelve descontrolada, produciendo una respuesta 10 

fibrótica patológica que promueve múltiples enfermedades y afecta a una variedad de 

órganos. De hecho, la fibrosis juega un papel contribuyente muy importante en la 

mayoría de casos de fallo orgánico. Los ejemplos son abundantes, desde esclerosis 

sistémica, fibrosis pulmonar idiopática, cirrosis hepática, fibrosis renal, y la fibrosis 

cardiaca observada en la hipertrofia cardiaca que deriva en insuficiencia cardiaca. El 15 

rol principal de los fibroblastos en la fibrosis pulmonar se validó mediante la deleción 

específica del linaje del receptor TGFβ tipo II [51]. 

 

Dado que los fibroblastos son un efector central en la fibrosis, se convierten en 

potenciales dianas terapéuticas. Una de las rutas de la actividad de los fibroblastos es 20 

la ruta Wnt, relacionada con la proliferación, migración e invasión de estas células. 

 

Por otro lado, se conoce que la galectina-3 (gal-3) es una proteína de unión a azúcares 

con efectos pleiotrópicos con un papel clave en la progresión de tumores, pudiendo 

ser un agente terapéutico [52]. Gal-3 contribuye a la sobreexpresión de c-Myc, beta-25 

catenina, relacionadas con la ruta Wnt, así como otras rutas involucradas en la 

tumorigénesis y además, rutas que contribuyen a mantener a las células cancerosas 

sin diferenciarse [53]. Se ha demostrado que la inhibición de gal-3 desencadena la 

acumulación de células en la fase G2/M [54], suprime la adhesión celular del tumor al 

endotelio y con ello previene la metástasis y los depósitos intravasculares [55]. 30 

 

Sin embargo, los inhibidores de gal-3 pueden utilizarse para otros fines, en particular, 

para prevenir la fibrosis. Esto es posible puesto que gal-3 activa multitud de factores 

profibróticos, promueve la proliferación y transformación de los fibroblastos, y modula 

la producción de colágeno. Se ha demostrado la importancia de gal-3 en la 35 
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fibrogénesis de diferentes órganos, incluyendo el hígado, riñón, pulmón, y miocardio 

[56]. Concretamente, promueve la actividad de los fibroblastos, incluyendo la 

producción, secreción y maduración del colágeno [57,58], y también estimula la 

secreción de las citoquinas proinflamatorias IL-1 e IL-6, así como fibronectina [59].  

 5 

En investigaciones previas, los inventores pudieron identificar PSs bioactivos en 

cultivos en suspensión de células de cereales [60]. Exploraron la composición química 

y las propiedades físicas de PSs procedentes de trigo, que están representados por 

arabinogalactanos, y por xiloglucanos, arabinoxilanos y glucanos, de acuerdo a su 

composición en monosacáridos [61,62]. Además, demostraron que la composición en 10 

monosacáridos cambiaba de forma significativa dependiendo del tipo y la 

concentración de fitohormonas en el medio de cultivo, así como el tiempo de cultivo en 

las diferentes etapas [63]. De la literatura se conoce que estos tipos de PSs se 

consideran aptos para su aplicación en medicina, incluido el tratamiento contra el 

cáncer [10]. Por lo tanto, los resultados sugieren que los arabinogalactanos [64], 15 

betaglucanos [65] y arabinoxilanos [66] tienen la capacidad de suprimir la proliferación 

de células cancerosas in vitro [66]. Por otro lado, experimentos previos con pectinas 

modificadas de cítricos, las cuales inhiben gal-3, previenen fibrosis cardiacas, 

inflamaciones, y otras alteraciones funcionales [67].  

 20 

El estado de la técnica más cercano conocido por el solicitante se refleja en 

CN101705268 [68], que describe un método de extracción de polisacáridos de salvado 

de trigo con actividad antitumoral e inmunomoduladora. La composición de los 

monosacáridos extraídos consiste tan solo en arabinoxilanos, y la extracción consiste 

en un tratamiento de múltiples pasos: remojo en HCl, eliminación de almidón, 25 

enzimólisis con xilanasas (pasos que también modulan la composición de 

monosacáridos), doble extracción con etanol, e inactivación de los productos de la 

enzimólisis. 

 

En la presente invención, se propone un método de extracción de PSs de cultivos 30 

celulares de trigo y su uso para el tratamiento, alivio y prevención del cáncer colorrectal 

y/o la fibrosis. En este método, se realizan modificaciones en la composición de 

fitohormonas y los tiempos de cultivo para obtener extractos con distinta composición. 

Los extractos obtenidos presentan baja toxicidad, lo que solventaría los problemas 

existentes con los tratamientos actuales, cuya actividad también perjudica a las células 35 
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sanas, provocando numerosos efectos secundarios. Por tanto, la utilización de 

extractos de PSs de cultivos celulares de trigo supone una alternativa efectiva y segura 

a los tratamientos actuales. 

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 5 

 

La presente invención se basa en la obtención y la utilización de extractos de 

polisacáridos de una especie vegetal del género Triticum, más concretamente, 

obtenidos de cultivos celulares de tejido de callos embriogénicos de la especie Triticum 

aestivum, en su variedad de trigo blando de primavera, para el tratamiento y la 10 

prevención del cáncer colorrectal y/o fibrosis. 

 

En contraste con los productos farmacéuticos obtenidos de hongos y plantas 

mencionados en los “Antecedentes de la invención” (lentinan, schizophyllan, Krestin, 

GanoPoly, astragalan, GCS-100 y PectaSol), en la presente invención se han obtenido 15 

extractos de PSs cuya actividad contra las células cancerosas es efectiva a bajas 

concentraciones de entre 10 y 1600 µg/ml (células de cáncer colorrectal, Tabla 1), 

además de presentar una toxicidad baja para las células sanas. En consecuencia, el 

índice terapéutico de los extractos más efectivos se encontraría entre 9 y 70. 

 20 

El estado de la técnica más cercano conocido por el solicitante se refleja en 

CN101705268, como ya se ha mencionado en los “Antecedentes de la invención”. Al 

compararlos con la presente invención, se encontraron las siguientes diferencias: 

 Fuente de obtención: en la patente CN101705268, los PSs se han aislado de 

salvado de trigo, que consiste en la capa exterior dura (aleurona y pericarpio) 25 

del grano maduro del cereal. Sin embargo, en la presente tecnología los 

polisacáridos se obtienen de un cultivo en suspensión de células de trigo capaz 

de mantener su potencial biosintético a largo plazo (varios años) mediante la 

realización de subcultivos in vitro.  

 Composición en monosacáridos: mientras que en la patente CN101705268 se 30 

determina que un extracto de polisacáridos de trigo con alta actividad 

antitumoral y baja toxicidad para el organismo consiste tan solo en 

arabinoxilanos (xilosa – 62,25%, arabinosa – 33,77%, glucosa – 4,03%), en la 

presente invención, dos de los extractos de polisacáridos con elevada actividad 
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antitumoral y baja toxicidad consisten principalmente en glucanos (glucosa – 

86-90%, arabinosa – 1,5%, xilosa – 2-5%,  galactosa – 1-2%,  manosa – 1-2%, 

ácido glucurónico - 1%, ácido galacturónico - 1%), como ya han publicado 

previamente [63]. 

 Método de extracción: el método de obtención de PSs en CN101705268 5 

consiste en un tratamiento de múltiples pasos: remojo en HCl, eliminación de 

almidón, enzimólisis con xilanasas, doble extracción con etanol, e inactivación 

de los productos de la enzimólisis; mientras que el método aquí descrito 

requiere solo de un paso, y otro paso adicional de manera opcional, puesto que 

los PSs se secretan de forma natural al espacio extracelular. 10 

 Modulación de la composición de monosacáridos. En la patente CN101705268 

se utilizan métodos químicos especiales para obtener la composición deseada: 

remojo en HCl, eliminación de almidón, enzimólisis para una adecuada 

bioactividad y estructura molecular. Por otro lado, en la presente invención la 

composición se modula usando un balance de fitohormonas óptimo y distintos 15 

tiempos de cultivo. 

 La actividad antitumoral de los polisacáridos obtenidos de salvado de trigo en 

la patente CN101705268 es complicado compararla con la obtenida con el uso 

de los extractos aquí descritos, dado que realizaron estudios in vivo en los que 

se inhibía al 50% de las células cancerosas con concentraciones de 400 mg/kg 20 

y 10 mg/kg, y esta tecnología se testeó in vitro, donde el rango de IC50 se 

encontraba entre 10 μg/ml y 1600 μg/ml. 

 

La presente invención se basa en: 

 25 

1) El desarrollo de diferentes extractos de polisacáridos a partir de trigo blando de 

primavera Triticum aestivum, cultivados durante diferentes periodos de tiempo, y en 

presencia de diferentes fitohormonas, lo que da lugar a extractos con composiciones 

diferentes y distintas propiedades. Los extractos se obtienen a partir de embriones 

inmaduros cultivados en agar sólido durante 28 o 70 días en presencia de 2,4-D 5,0 30 

mg/mL, para originar callos embriogénicos jóvenes o maduros, respectivamente, cuyas 

células serán cultivadas en suspensión durante una, tres o seis semanas en medio 

con diferentes fitohormonas: 2,4-D 5,0 mg/mL, o ABA 1,0 mg/mL. Los polisacáridos se 

obtienen mediante extracción etanólica del medio extracelular. 
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2) La actividad antitumoral de los extractos de Triticum aestivum cuando son testados 

en cultivos celulares de cáncer de colon humanos (células HCT-116), utilizando como 

control la línea de fibroblastos de colon humanos CDD-18CO. Así mismo, se han 

estudiado los mecanismos de acción por los que los extractos actúan sobre las células 5 

tumorales para dilucidar las rutas moleculares que activan la muerte celular, inhiben el 

crecimiento celular e inducen la diferenciación celular. 

 

3) La actividad antifibrótica de los extractos de Triticum aestivum cuando son testados 

en cultivos celulares de fibroblastos de colon humanos CDD-18CO. Así mismo, se han 10 

estudiado los mecanismos de acción por los que los extractos actúan sobre los 

fibroblastos para dilucidar las rutas moleculares que inhiben el crecimiento celular y 

activan la muerte celular. 

 

En definitiva, la tecnología aquí presentada muestra las siguientes ventajas técnicas 15 

respecto al estado de la técnica: 

 Todos los polisacáridos existentes en el mercado con propiedades 

anticancerígenas se obtienen de hongos y plantas medicinales que necesitan 

crecer en el suelo. Por lo tanto, una producción a gran escala requiere de 

grandes superficies, regado o, como mínimo, invernaderos. En muchos casos, 20 

hay una fuerte dependencia del clima y las estaciones. A la vez, la literatura 

muestra que también se pueden obtener PSs del cultivo celular de hongos. La 

ventaja de la presente tecnología es que permite obtener PSs durante todo el 

año, independientemente del clima y la estación del año, a través del cultivo 

celular en suspensión, en condiciones controladas (temperatura, intensidad 25 

lumínica, fotoperiodo, etc.), sin necesitar grandes terrenos, regado o 

invernaderos. 

 La composición deseada de PSs existente en el mercado se consigue a través 

de una modificación química de varios pasos, seguida de una purificación 

también de varios pasos, lo que supone una gran inversión de tiempo y 30 

esfuerzo. Por otro lado, la presente invención es mucho más sencillo. La 

composición de PSs deseada se consigue simplemente cambiando el balance 

de fitohormonas del medio de cultivo y los tiempos de cultivo, sin necesitar 

hacer modificaciones químicas, y la purificación es de un solo paso gracias a 
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que los PSs se secretan al espacio extracelular. 

 De acuerdo a la tecnología de obtención de PSs existente en el mercado, es 

necesario modificar el protocolo de aislamiento y purificación para cada especie 

diferente que actúe como organismo fuente. La tecnología aquí descrita 

funcionaría para cualquier cultivo de cereales (cebada, maíz, avena, arroz, 5 

centeno, sorgo, mijo proso) usando el cultivo de células de trigo como sistema 

modelo universal para cereales y hierbas. 

 Además, la presente tecnología mejoraría la rentabilidad, además de por la 

simplificación del método de obtención, por la optimización, estandarización y 

aumento del rendimiento del mismo, así como a la posibilidad de dirigir la 10 

producción hacia los PSs deseados. 

 Los PSs existentes en el mercado consiguen ser efectivos a través de la 

activación del sistema inmune, y se usan mayoritariamente como adyuvantes 

en los tratamientos de quimio- y radioterapia, y no como tratamiento directo, 

debido a su efecto negativo en células sanas. En la presente invención se ha 15 

demostrado que los PSs obtenidos del cultivo de células de trigo, 

preferentemente aquellos cultivados en suspensión con ácido abcísico (ABA), 

actúan como inhibidores directos de las células cancerosas a concentraciones 

mucho más bajas que los PSs del mercado y su toxicidad en células sanas es 

mucho menor. Gracias a esto, los extractos más efectivos han obtenido índices 20 

terapéuticos que cumplen con los requisitos de los medicamentos 

antitumorales y se pueden usar a concentraciones mayores. 

 Por último, al investigar el mecanismo de acción de los extractos de PSs de 

cultivos celulares de trigo, se ha visto que no solo se induce la apoptosis, sino 

que también se inhibe la proliferación y la diferenciación de las células. Al 25 

analizar los marcadores, se ha detectado una reducción de los niveles de beta-

catenina y c-Myc, con lo que la ruta Wnt/beta-catenina estaría inhibida. Estas 

observaciones, junto al hecho de que los PSs contienen galactosa, la cual es 

capaz de unirse al extremo terminal de unión de azúcares de la proteína gal-3, 

indican que los extractos de PSs de cultivos celulares, preferentemente 30 

aquellos cultivados en suspensión con 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), actúan 

como inhibidores de gal-3, que además de como agentes anticancerígenos, 

también son efectivos para la prevención de la fibrosis. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

 

Para complementar la descripción que se está realizando y con objeto de ayudar a 

una mejor comprensión de las características de la invención, se acompaña como 

parte integrante de dicha descripción, un juego de dibujos en donde con carácter 5 

ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente: 

 

Figura 1. Inhibición de la proliferación (en %) de la línea celular de cáncer de 

colon HCT-116 bajo la influencia de diferentes concentraciones de los extractos 

T-010, B-010 y UB-010. T010 – extracto completo, B-010 – extracto ácido/unido, UB-10 

010 – extracto alcalino/no unido. 

 

Figura 2. Actividad inhibidora de los extractos de PSs en la línea celular sana 

CCD-18 CO en comparación con la inhibición en células de cáncer de colon HCT-

116. Extractos T-010, T-b, T-f, A-b y A-f. 15 

 

Figura 3. Ciclo celular y apoptosis de células de cáncer de colon HCT-116 

tratadas con extractos PSs de cultivos celulares de trigo. A - células sin tratar, B 

– extracto A-b, C – extracto T-010, D – extracto UB-010, E – extracto T-b (2xIC50), F 

– extracto A-f, G – extracto T-f, H – ciclo celular, I – apoptosis, J – restos celulares. 20 

 

Figura 4. Micrografías en microscopio electrónico de transmisión de células 

HCT-116 tratadas con extractos PSs de cultivos celulares de trigo a 

concentraciones IC50. (Escala: a, b, e, j, k, l, m, n, o, p, q, r – 400 nm, c, d, f – 600 

nm, g, h, I – 200 nm), a – núcleos de células sin tratar, b, c – núcleos con cromatina 25 

condensada y poros nucleares, burbujas nucleares de células tratadas con el extracto 

T-010, d – núcleos de células tratadas con el extracto T-b, cromatina condensada, 

poros nucleares (2xIC50), e – núcleos de células tratadas con el extracto A-b, f – 

burbujas en el espacio intercelular, entre las células tratadas con el extracto UB-01, g 

– mitocondrias de células sin tratar, h – mitocondrias tratadas con el extracto T-010, i 30 

– mitocondrias tratadas con el extracto T-b, j – aparato de Golgi de células sin tratar, 

k – aparato de Golgi hinchado en células tratadas con el extracto T-010, l – aparato de 

Golgi hinchado en células tratadas con el extracto A-b, m – aparato de Golgi hinchado 

en células tratadas con el extracto T-b,  n – lisosomas y vacuola autofágica de células 

sin tratar, o – acumulación de múltiples vacuolas autofágicas con membrana doble y 35 
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simple en células tratadas con el extracto T-010, p – acumulación de múltiples 

vacuolas autofágicas con membrana doble y triple,  q – vesículas en células tratadas 

con el extracto T-b, r – vesícula autofágica grande con membrana doble en célula 

tratada con el extracto UB-010, A – diámetro de un corte transversal de mitocondrias, 

B – número de mitocondrias dañadas por imagen. N-núcleo, Np – poro nuclear, M-5 

mitocondria, G- aparato de Golgi, L-lisosoma, av – vesícula autofágica; ALV-vesícula 

autofágica grande. 

 

Figura 5. Micrografías en microscopio electrónico de barrido de células HCT-116 

tratadas con extractos de PSs. A: Aumento 3000x, 50μm: a – células sin tratar, b – 10 

extracto T-010, c – extracto A-b, d – extracto UB-010, e – extracto T-b a IC50, f – 

extracto T-b a IC50x2; Aumento 9975x, 10μm: g – células sin tratar, h – extracto T-

010, i – extracto A-b, j – extracto UB-010, k – extracto T-b a IC50, l – extracto T-b a 

IC50x2. B – número de microvellosidades/10μm2. 

 15 

Figura 6. Inmunotransferencia de diferentes proteínas relacionadas con la 

proliferación del cáncer tras el tratamiento con diferentes extractos de PSs. La 

cuantificación fue normalizada con la señal de β-actina. Los datos se obtuvieron de 

experimentos independientes realizados por duplicado y se expresan como la media ± 

desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por triplicado 20 

(****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01 y *p < 0.05 frente al control). 

 

Figura 7. Esquema de la obtención de los extractos de PSs. 

 

 25 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 

Definiciones 

El término “extracto” en el contexto de este documento, cuando se utiliza en relación 

al objeto de la invención, hace referencia a una composición obtenida a partir de una 30 

especie vegetal, y su contenido comprende esencialmente polisacáridos. 

 

El término “tratamiento” o “tratar” en el contexto de este documento se refieren al uso 

de polisacáridos según la invención en forma de extracto o composición para curar o 

aliviar una enfermedad, condición patológica o uno o más síntomas asociados con 35 
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dicha enfermedad o condición. “Tratamiento” también abarca la prevención, mejora o 

eliminación de las secuelas fisiológicas de la enfermedad. Concretamente, el concepto 

“tratar” se puede interpretar como: 

i. Inhibir o prevenir la enfermedad o condición patológica, es decir, 

detener su desarrollo; 5 

ii. Paliar síntomas o aliviar  la enfermedad o la condición patológica, es 

decir, causa la regresión de la enfermedad o la condición patológica; 

iii. Estabilizar la enfermedad o la condición patológica. 

 

 10 

Así, en un primer aspecto, la invención se refiere a un procedimiento de extracción de 

polisacáridos, en adelante “procedimiento de la invención”, que comprende la 

extracción etanólica de polisacáridos extracelulares a partir de un cultivo celular de 

tejido de callos embiogénicos de cereales. 

 15 

En una realización preferente, el cereal utilizado es trigo, y más preferentemente 

Triticum aestivum, y aún más preferentemente la variedad Kazakhstanskaya-10 

 

En una realización particular, el procedimiento de la invención se refiere a un 

procedimiento de obtención de extractos de polisacáridos procedentes de cultivos 20 

celulares de cereales, que comprende las etapas de: 

a) Plantar un embrión inmaduro en medio de agar sólido para obtener un callo 

embriogénico 

b) Cultivar tejido de dicho callo embriogénico en medio de agar sólido 

c) Cultivar células del paso b) en suspensión con la adición de al menos una 25 

fitohormona 

d) Extracción de los polisacáridos extracelulares del paso c) mediante 

extracción etanólica 

 

En otra realización particular, el procedimiento cuenta con una etapa adicional de 30 

fraccionamiento del extracto de polisacáridos, para obtener el extracto alcalino. 

 

En otra realización preferente, el callo embriogénico de la etapa a) tiene una morfología 

friable, más preferentemente una morfología friable que se mantenga a largo plazo. 

 35 
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En realizaciones preferidas, el procedimiento de la invención se lleva a cabo bajo las 

siguientes condiciones: 

 El callo embriogénico se cultiva durante entre 10 días y 24 meses, 

preferentemente entre 10 y 365 días, y más preferentemente durante 28 o 70 

días, y/o 5 

 El callo embriogénico se cultiva en medio Murashige y Skoog en presencia de 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético a concentración de entre 0,1 y 20 mg/mL, 

preferentemente 5,0 mg/mL. 

 Las células se cultivan en medio de agar en suspensión Murashige y Skoog en 

presencia de al menos una de estas fitohormonas, preferentemente una de 10 

estas fitohormonas: 

o Ácido 2,4-diclorofenoxiacético a concentración de entre 0,1 y 20 mg/mL, 

preferentemente a 5,0 mg/mL. 

o Ácido abcísico a concentración de entre 0,1 y 10 mg/mL, 

preferentemente a 1,0 mg/mL. 15 

 El cultivo para obtener las células de tejido de callo embriogénico se lleva a 

cabo durante un periodo de tiempo comprendido entre 5 días y 6 meses, más 

preferentemente durante 7, 21 o 42 días, y/o 

 El cultivo para obtener las células de tejido de callo embriogénico se lleva a 

cabo con un fotoperiodo de 16 horas. 20 

 

En un segundo aspecto, la invención se refiere a los extractos de polisacáridos 

extracelulares obtenidos u obtenibles mediante el procedimiento de la presente 

invención.  

 25 

Un tercer aspecto se refiere a la utilización de los extractos de polisacáridos en 

medicina, los extractos de polisacáridos para su uso como medicamento o para la 

fabricación de un medicamento. 

 

En una realización particular, los extractos son utilizados para la mejora, alivio, 30 

prevención y/o el tratamiento del cáncer. Preferentemente, el tipo de cáncer es cáncer 

colorrectal. 

 

En otra realización particular, los extractos son utilizados para la mejora, alivio, 
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prevención y/o tratamiento de la fibrosis. 

 

En un cuarto aspecto, la invención hace referencia a una composición farmacéutica 

que comprende en su formulación al menos un extracto de polisacáridos extracelulares 

de la presente invención. La composición puede comprender al menos un agente 5 

antitumoral adicional. Alternativamente, la composición puede comprender al menos 

un agente antifibrótico adicional. 

 

En una realización particular, la composición farmacéutica comprende uno o más 

excipientes o vehículos farmacéuticamente aceptables. 10 

 

Un último aspecto de la invención se refiere a la utilización de una composición 

farmacéutica según el aspecto anterior, para su uso como medicamento o para la 

fabricación de un medicamento. 

 15 

En una realización particular, la composición es utilizada para la mejora, alivio, 

prevención y/o el tratamiento del cáncer. Preferentemente, el tipo de cáncer es cáncer 

colorrectal. 

 

En otra realización particular, la composición es utilizada para la mejora, alivio, 20 

prevención y/o tratamiento de la fibrosis. 

 

Como en el caso del procedimiento de la invención, y en los otros aspectos de la 

invención que se describen más adelante, se prefieren las realizaciones que 

corresponden a extractos obtenidos a partir de trigo, preferiblemente Triticum 25 

aestivum.  

 

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones el término "comprende", que también 

podrá interpretarse como “consiste en”, y sus variantes no pretenden excluir otras 

características técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la 30 

materia, otros objetos, ventajas y características de la invención se desprenderán en 

parte de la descripción y en parte de la práctica de la invención. 

 

 35 
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Materiales y métodos 

Cultivo de células vegetales, extracción de polisacáridos y contenido en 

monosacáridos 

Se cultivaron células embriogénicas de callos de trigo blando de primavera (Triticum 5 

aestivum) en agar sólido (Murashige y Skoog) en presencia de 5,0 mg/L de 2,4-D 

durante cuatro semanas para obtener callos friables jóvenes, o diez semanas para 

obtener callos friables maduros. Después, el tejido del callo se introdujo en un medio 

de cultivo líquido (Murashige y Skoog) [69] en presencia de una fitohormona [63], bien 

2,4-D 5,0 mg/L o ABA 1,0 mg/L, siguiendo un ratio de 200 a 300 mg de tejido en 30 a 10 

40 ml de medio. El cultivo se realizó en un agitador a 140 rpm manteniendo el callo a 

una temperatura de 26 ± 2 ºC. Para obtener los distintos extractos, se hicieron cultivos 

durante 7 o 21 días para las células procedentes de callos jóvenes, y de 42 días para 

aquellas procedentes de callos maduros, todos ellos con un fotoperiodo de 16h. El 

medio líquido se filtró para eliminar las células y sus restos, y el líquido extracelular se 15 

concentró en un evaporador IKA WERKE (Alemania) para el aislamiento de los PSs. 

Estos fueron extraídos utilizando etanol al 70% v/v y posteriormente sometidos a una 

precipitación mediante centrifugación a 10.000 rpm durante 10 minutos a 8ºC. 

 

Adicionalmente, se realizó un paso opcional de fraccionamiento mediante 20 

cromatografía de intercambio iónico utilizando un tampón Tris HCL en una columna de 

DEAE-Sepharose (Sigma, EEUU) [70], para separar los extractos en sus componentes 

ácidos (extracto unido), y alcalinos (extracto no unido). Los PSs fueron extraídos 

utilizando etanol al 70% v/v y posteriormente sometidos a una precipitación mediante 

centrifugación a 10.000 rpm durante 10 minutos a 8ºC. 25 

 

La cantidad total de polisacáridos de todos los extractos se determinó mediante el 

método Dubois [71]. 

 

Los extractos, para facilitar su identificación, se nombraron T si durante el cultivo 30 

celular en suspensión estuvieron en presencia de 2,4-D (Figura 1, medio 1); y A si fue 

en presencia de ABA (Figura 1, medio 2). Según los tiempos de cultivo, fueron los 

siguientes: 

- Extractos T: 

o T-010. Cultivo a corto plazo: células de callo joven cultivadas en suspensión 35 
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durante 7 días. 

o T-b. Cultivo a medio plazo: células de callo joven cultivadas en suspensión 

durante 21 días. 

o T-f. Cultivo a largo plazo: células de callo maduro cultivadas en suspensión 

durante 42 días 5 

- Extractos A: 

o A-b. Cultivo a corto plazo: células de callo joven cultivadas en suspensión 

durante 7 días. 

o A-f. Cultivo a largo plazo: células de callo maduro cultivadas en suspensión 

durante 42 días. 10 

 

Además, el extracto T-010 fue sometido a la etapa adicional anteriormente 

mencionada, de fraccionamiento en una columna DEAE-Sepharose, dando lugar a dos 

extractos: 

- Extracto B-010. Ácido, unido a la columna (bound). 15 

- Extracto UB-010. Alcalino, no unido a la columna (unbound). 

 

Caracterización de los extractos de polisacáridos 

En total, siete extractos de PSs se utilizaron para el estudio del efecto en células de 

CCR y su mecanismo de acción. Los extractos diferían unos de otros en términos de 20 

composición nutricional del medio de cultivo líquido (adición de 2,4-D o ABA), así como 

los tiempos de cultivo (Figura 1), y se obtuvieron 5 extractos completos (T-010, T-b, T-

f, A-b, A-f), y 2 extractos por separación mediante cromatografía de intercambio iónico 

de uno de los extractos completos (UB-010, B-010). El precipitado de cada extracto se 

disolvió en 0,5 ml de agua ultrapura y se liofilizó. Para cada experimento, los extractos 25 

se diluyeron en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich) para 

obtener las concentraciones deseadas. 

 

Líneas celulares 

Se obtuvieron líneas celulares de cáncer colorrectal HCT-116 y células sanas CDD-30 

18CO de la American Type Culture Collection (ATCC) y se mantuvieron en DMEM 

suplementado con un 10% v/v de suero fetal bovino. La autenticidad de todas las líneas 

celulares fue analizada mediante identificación STR (Short-Tandem Repeat) y los 

pases se realizaron en menos de 6 meses. Se realizaron ensayos rutinarios de 

contaminación por micoplasmas. 35 
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Ensayos de citotoxicidad in vitro 

El efecto de los extractos de PSs en la viabilidad de las células fue medido mediante 

un ensayo colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol; 

Sigma, EEUU). Se sembraron 2,5x103 células/pocillo en placas de 96 pocillos. Se 5 

incubaron durante 24 horas y luego se trataron con diferentes concentraciones de PSs. 

Tres días más tarde, los pocillos se aspiraron y se trataron con MTT durante 3 horas, 

con una posterior disolución con dimetil sulfóxido (DMSO). Las células se analizaron 

usando un aparato Titertek Multiskan (Flow, Irvine, California) a 570 nm. 

 10 

Evaluamos la linealidad de los ensayos calculando el número de células en cada 

pocillo antes de cada experimento de crecimiento celular. La concentración inhibitoria 

del 50% (IC50) se calculó a partir de curvas dosis-respuesta semilogarítmicas mediante 

interpolación lineal [72]. Todos los experimentos se sembraron en pocillos por 

triplicado y se realizaron al menos tres veces. 15 

 

Apoptosis y ensayos de ciclo celular in vitro 

Las fases del ciclo celular (G0/G1, S o G2/M) se caracterizan por diferencias en el 

contenido de ADN. Dado que el tinte fluorescente yoduro de propidio (Sigma, EEUU) 

se une fuertemente al DNA a un ratio 1:1, la intensidad de fluorescencia por yoduro de 20 

propidio varía entre las distintas fases del ciclo celular. 

 

Las células HCT-116 fueron sembradas en placas de 6 pocillos, a una concentración 

de 200x103 células/pocillo, y se incubaron durante 48 horas. Posteriormente, se 

trataron durante 48 horas con los extractos de PSs a diferentes concentraciones, 25 

determinadas según los valores de IC50. Las células cultivadas en monocapa se 

recolectaron, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron en etanol al 70% a 4ºC. El 

sedimento celular se lavó dos veces en PBS y se resuspendió en una solución de 

extracción de DNA (pH = 7,8) de ácido acético 0,1 M, y fosfato de sodio dibásico 

anhidro 0,2 M en PBS, y se incubó durante 15 minutos a 37ºC. Las células 30 

sedimentaron y fueron lavadas una vez más con PBS, tras lo que se resuspendieron 

en una solución de PBS con yoduro de propidio 100 mg/ml y RNAsa 40 mg/ml en 

oscuridad durante 30 minutos a 37ºC [73]. El porcentaje de células en las fases subG1, 

G0/G1, S and G2/M se determinó con un citómetro de flujo FACS Calibur (BD, 

Biosciences, EEUU). 35 
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Microscopía electrónica 

La línea celular HCT-116 se sembró en placas de 6 pocillos, a una concentración de 

200x103 células/pocillo, y se incubaron durante 48 horas. Posteriormente, se trataron 

durante 48 horas con los extractos de PSs a diferentes concentraciones, determinadas 5 

según los valores del doble de IC50. Las células se lavaron con PBS frío, se fijaron y 

se prepararon para microscopía electrónica de transmisión (MET) de acuerdo al 

protocolo estándar [74]. Para microscopía electrónica de barrido (MEB), la línea celular 

HCT-116 se sembró en placas de 24 pocillos, con 100x103 células/pocillo, y tras 48 

horas se trataron con las mismas concentraciones de PSs durante 48h. Las células se 10 

fijaron y se prepararon muestras para MEB como se describe en [75]. 

 

Inmunotransferencia 

Las células HCT-116 (150000/pocillo) se sembraron en placas de 6 pocillos en medio 

DMEM. Tras 48 horas de tratamiento, el medio se retiró de las células, y estas se 15 

centrifugaron a 1500 rpm, se lavaron dos veces con PBS y luego se lisaron con tampón 

Laemmli. Se realizó una inmunotransferencia de los lisados de las células completas 

siguiendo los protocolos rutinarios [76]. Se utilizaron anticuerpos primarios para 

detectar las siguientes proteínas: 

 caspasa-3, dilución 1:1000 (Cell Signaling, Beverly, MA, EEUU);  20 

 caspasa-8, dilución 1:500 (caspase-8 (8CSP03): sc-56070, Santa Cruz 

Biotechnology);  

 bax, dilución 1:500 (bax (B-9): sc-7480, Santa Cruz Biotechnology);  

 citocromo c, dilución 1:500 (cytochrome c (7H8): sc-13560, Santa Cruz 

Biotechnology);  25 

 β-actina, dilución 1:15000 (A2228, Sigma); 

 c-Myc, dilución 1:100 (c-Myc (9E10): sc-40, Santa Cruz Biotechnology); 

 beta-catenina, dilución 1:100 (p-beta-catenin (1B11): sc-57533, Santa Cruz 

Biotechnology);  

 NF-kB2 p100, dilución 1:1000, (NF-kB2 p100/p52, 4882, Cell signaling 30 

technology, USA); 

 CD44, dilución 1:200, (HCAM (DF1485): sc-7297, Santa Cruz Biotechnology) 

 

Los anticuerpos secundarios utilizados incluían anti IgG de conejo conjugado con 

P202230419
12-05-2022ES 2 956 393 A1



 
 

 

 
 

  
 
 

 

25

peroxidasa (Sigma, A0545) y  anti IgG de ratón conjugada con peroxidasa (Sigma, 

A9044)- Los complejos proteína-anticuerpo se hicieron visibles usando 

quimioluminiscencia mejorada (ECL, Bonus, Amersham, Little Chalfont, UK) con el 

programa IMAGE READER LAS-4000 en un sistema LAS-4000. La interpretación de 

la intensidad de la señal se realizó utilizando el programa Image J. Los valores de cada 5 

banda se normalizaron dividiéndolos por el valor de su β-actina, y se relativizaron 

respecto a los de la muestra control, a los que se les asignó el valor 1. 

 

Análisis estadístico 

Los valores se expresaron como media ± desviación estándar (SD, standard 10 

deviation). Se utilizó un test t-student para determinar la significancia de las diferencias 

entre los dos grupos, considerándose como significativos cuando el p-valor era menor 

o igual a 0,05. Para elaborar las figuras se utilizó el programa GraphPrism 8. 

 

Resultados 15 

Efecto antiproliferativo e inhibidor selectivo de los polisacáridos de cultivos 

celulares de trigo en líneas de cáncer de colon 

Los análisis de viabilidad celular revelaron que los PSs inhiben a las células de cáncer 

de colon HCT-116 a diferentes dosis. Los ensayos MTT mostraron que el extracto T-

010 inhibía un máximo del 47% de las células a concentraciones de 1600 µg/ml (Figura 20 

2). El extracto fraccionado alcalino obtenido a partir de dicho extracto T-010, tenía un 

efecto antiproliferativo inhibiendo el 48% de las células a concentraciones de 1600 

µg/ml. Estos valores se consideraron como IC50 dado que cualquier incremento en la 

concentración de los extractos no producía una mayor inhibición (Figura 3A, 3B). Por 

otro lado, el extracto ácido indujo en un 40% la proliferación in vitro y fue excluido de 25 

los ensayos posteriores. 

 

El extracto T-b inhibe el 50% de las células HCT-116 a concentraciones de entre 50 

µg/ml y 100 µg/ml, por lo que se ha considerado 75 µg/ml como IC50 (Figura 3C). En 

cuanto a el extracto A-b, inhibe el 50% de las células a 160 µg/ml (Figure 3D). El 30 

extracto T-f provocó la inhibición del 47% de las células a 800 µg/ml, y la muerte del 

51% de las células a 1600 µg/ml. Puesto que el efecto a doble concentración es casi 

el mismo, se consideró como IC50 la concentración de 1600 µg/ml (Figura 3E). El 

extracto A-f inhibió el 50% de células cancerosas a concentraciones de entre 10 y 80 

µg/ml, y si se aumentaba de estos valores, se producía una ligera disminución de la 35 
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inhibición (40-45% of inhibición) (Figura 3F). 

 

También se determinó el valor de IC50 de cada extracto de PSs para las células de 

fibroblastos sanos de colon CCD-18CO. Se demostró para todos los extractos 

cultivados en suspensión con 2,4-D que el efecto tóxico de los PSs en células sanas 5 

era mayor a concentraciones bajas, y disminuía cuando la concentración de PSs era 

mayor. Por ejemplo, el extracto T-010 inhibía el 35% de las células CCD-18CO a 50 

µg/ml, sin embargo, un aumento a 100-400 µg/ml provocaba una ligera disminución de 

la inhibición, a 25-27%, y a concentraciones altas se mantenía 20-22% (Figura 3A). 

Por otro lado, el extracto T-b producía una inhibición de entre el 30-40% a bajas 10 

concentraciones 3,125 -12,5 µg/ml, sin embargo, un aumento de la concentración (25 

- 100 µg/ml) inhibió el 20-25% de las células sanas, y a 200 µg/ml se inhibía tan solo 

el 15% de estas células (Figura 3C). La incubación de células sanas con el extracto T-

f mostró la misma tendencia: a 50 µg/ml se observe un 36% de inhibición, mientras 

que en el rango de concentraciones entre 100-800 µg/ml la inhibición disminuye al 20-15 

25%, y una mayor concentración (1600-2000 µg/ml) disminuyó ligeramente la 

inhibición, hasta el 12-18% (Figura 3E). Debido a este efecto invertido, no se pudo 

calcular el IC50 para estas células. 

 

El extracto UB-010 causó un 30% - 47% de inhibición de las células CCD-18CO, que 20 

aumentaba según las concentraciones de 50 µg/ml hasta 1600 µg/ml, y una posterior 

disminución a 2000 µg/ml. El valor de IC50 de este extracto es de 800 µg/ml (Figura 

3B). 

 

Los extractos cultivados en suspensión en presencia de ABA mostraron una menor 25 

toxicidad a bajas concentraciones en comparación con las cultivadas en presencia de 

2,4-D. Por tanto, el cálculo del IC50 para estos extractos se hizo utilizando un programa 

GraphPrism. Por consiguiente, el IC50 para la inhibición de las células CCD-18CO se 

consigue a una concentración de 1480 µg/ml para el extracto A-b, y a 700 µg/ml para 

el extracto A-f (Figura 3D, 3F). El efecto antiproliferativo selectivo de los extractos de 30 

PSs se estimó mediante el cálculo del índice terapéutico (Tabla 2). 
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IC50 (µg/ml) IC50 (µg/ml) terapéutico 

T-010 1600 ND NC 

B-010 NM* 2500 NC 

UB-010 1600 800 0,5 

T-b 75 ND  NC 

A-b 160 1480 9.25 

T-f 1600 ND NC 

A-f 10 700 70 

*No medible: las células proliferaban  

NC = no calculable 

 

El índice terapéutico fue el mayor para el extracto A-f, seguido del extracto A-b (70 y 

9,25, respectivamente). Estos extractos fueron efectivos en células cancerosas a 5 

concentraciones más bajas, y tenían un menor efecto tóxico sobre las células sanas 

que los extractos T-010, T-b, T-f y UB-010. Los extractos cultivados en suspensión con 

2,4-D tenían un IC50 elevado en células cancerosas, y en células sanas no pudo ser 

calculado. En consecuencia, no se determinó el índice terapéutico de estos extractos. 

Sin embargo, todos ellos mostraron que a concentraciones elevadas, su toxicidad 10 

hacia las células sanas disminuye (Figura 3). Por ejemplo, el extracto T-b inhibe el 40-

50% de células de cáncer de colon a concentraciones de entre 3 y 75 µg/ml, y el 86% 

de las células a 100 µg/ml. A su vez, este extracto inhibe el 40% de las células sanas 

a concentraciones bajas, pero si aumentamos la concentración a 100 µg/ml, inhibe el 

30%, y a 200 µg/ml el 20%. Por lo tanto, para estos extractos, en lugar de calcular el 15 

índice terapéutico, los resultados se mostraron como una proporción del porcentaje de 

células cancerosas inhibidas a concentración IC50, dividido entre el porcentaje de 

células sanas inhibidas a la misma concentración. Por consiguiente, se pudo calcular 

que a niveles de IC50, los extractos T-010 (1600 µg/ml) y T-f (800 µg/ml) son, 

respectivamente, 2,35 y 2,5 veces más tóxicas para las células cancerosas que para 20 

las células sanas, y el extracto T-b a 100 µg/ml es 2,86 veces más tóxica para las 

células cancerosas que para las células sanas (Figura 3, Tabla 3). 

 

Tabla 3. Proporción del porcentaje de células HCT-116 inhibidas a IC50 y el porcentaje 

de células CCD-18CO inhibidas a la misma concentración para los extractos cultivados 25 

en suspensión con 2,4-D y no fraccionadas. 
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Extracto 
HCT-116 

IC50 (%) 

CCD-18CO 

(%) 
Proporción 

T-010 (1600 µg/ml) 47 20 2.35 

T-b (100 µg/ml) 86 30 2.86 

T-f (1600 µg/ml) 50 20 2.5 

 

Estos resultados confirman el efecto antitumoral de los PSs extraídos de cultivos 

celulares de trigo y su actividad antitumoral selectiva cuando se utilizan los extractos 

y las dosis óptimos para este fin. 

 5 

Existen extractos que a ciertas dosis muestran una actividad inhibidora de la 

proliferación incluso mayor en células de fibroblastos sanos CCD-18CO, 

especialmente cuando se utilizan los extractos T-010, UB-010 o T-f a dosis bajas (de 

hasta 100 o 400 µg/ml según el extracto) (Figura 3A, 3B, 3E). Sería ideal dedicar unas 

líneas a incluir porcentajes de inhibición de estos extractos y sus concentraciones. De 10 

esta manera, se obtuvieron las primeras evidencias del potencial antifibrótico de estos 

extractos de polisacáridos. 

 

Inducción de la apoptosis y del arresto del ciclo celular 

El extracto B-010 se excluyó debido a que causaba la proliferación de las células 15 

cancerosas HCT-116 (Figura 2). Se hicieron tests con el resto de extractos para 

estudiar su capacidad de inducir apoptosis y arresto del ciclo celular debido a que 

habían inhibido el crecimiento de las células cancerosas a la vez que eran menos 

tóxicas para las células sanas. Los resultados de citometría de flujo revelaron que el 

tratamiento de las células HCT-116 durante 48h con los extractos aumentaba la 20 

proporción de células en la fase G0/G1, y disminuía el porcentaje de células en la fase 

S (Figura 4). 

 

De hecho, la proporción de células no tratadas en la fase G0/G1 era de alrededor del 

60%, mientras que en las tratadas era de entre el 68% y el 74%. La influencia del 25 

extracto T-b la aumenta hasta el 74%, el extracto T-f al 69%, el extracto A-b al 70%, el 

extracto A-f al 71% y el extracto T-010 al 67,5%. No hubo un cambio significativo en el 

porcentaje de células tratadas con el extracto UB-010 en comparación con el control. 
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El porcentaje de células en la fase S era del alrededor del 30% en células control, 

mientras que en las células tratadas disminuyó a entre el 11% y el 21% (Figura 4H). 

Todos los extractos disminuyeron de forma significativa el número de células en la fase 

S. El extracto T-b hasta el 17%, el extracto T-f al 21%, el extracto A-b al 13%, el 

extracto A-f al 18%, el extracto UB-010 al 20%, y el extracto T-010 al 11%. 5 

 

La presente investigación reveló que algunos extractos inducían la apoptosis (Figura 

4I). Los análisis de citometría de flujo mostraron que la fase apoptótica SubG1 se 

incrementaba cuando las células se trataban con los extractos T-b, A-b, UB-010 y T-

010. Particularmente, los niveles de apoptosis más altos (48%) se obtuvieron tratando 10 

las células HCT-116 con el extracto T-010, en comparación con el control (4,6%). El 

extracto A-b mostró un efecto bastante fuerte dado que provocó muerte celular 

programada en el 40,35% de las células cancerosas. Los extractos T-b y UB-010 

mostraron un aumento moderado de células en la fase SubG1, del 20% y del 12,5%, 

respectivamente. El porcentaje de fragmentos celulares fue también elevado en dichos 15 

extractos, de entre 20% y 60% dependiendo del extracto (Figura 4J). Sin embargo, no 

se observó ningún cambio significativo en la fase SubG1 ni en la cantidad de 

fragmentos celulares tras el tratamiento con los extractos A-f ni T-f en comparación 

con el control (Figura 4I, 4J). 

 20 

Microscopía electrónica de células HCT-116 tratadas con los polisacáridos de 

cultivos celulares de trigo 

Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión revelaron cambios en el 

núcleo, citoplasma y el espacio intercelular de las células de cáncer de colon HCT-116 

cuando se encontraban bajo la influencia de los extractos de polisacáridos de cultivos 25 

celulares de trigo (Figura 5). 

 

Núcleo y ampollas. Tratar las células de cáncer de colon con el extracto T-010 llevó a 

una condensación mayor de la cromatina (Figura 5b) en comparación con las células 

no tratadas (Figura 5a); así como a la pérdida de la membrana nuclear y la presencia 30 

de ampollas junto a la célula (Figura 5c). Cuando se incubaron con los extractos T-b y 

A-b, se observó que la cromatina se había fragmentado y se encontraba muy cerca de 

la membrana nuclear, y los poros nucleares eran muy visibles (Figura 5d, 5e). El 

tratamiento con el extracto UB-010 provocó cambios similares en el núcleo, aunque la 

liberación de ampollas al espacio intercelular fue más intensa (Figura 5f). 35 

P202230419
12-05-2022ES 2 956 393 A1



 
 

 

 
 

  
 
 

 

30

 

Mitocondrias. Algunos extractos de polisacáridos de cultivos celulares de trigo 

mostraron efectos significativos en las mitocondrias, tales como daños y/o 

agrandamiento. En comparación con las células control (Figura 5g), el efecto del 

extracto T-010 causó que las mitocondrias se agrandaran e hincharan, además de 5 

presentar sus membranas internas desorganizadas, con daños parciales, vesículas 

blancas casi vacías y crestas mitocondriales delgadas y apenas visibles (Figura 5h). 

Por otro lado, el tratamiento con el extracto T-b también causó alteraciones (Figura 5i): 

el tamaño de la mitocondria se duplicó respecto al control (Figura 5a) al visualizar 

cortes transversales (1000 nm frente a 500 nm), y aumentó el número de mitocondrias 10 

dañadas y rotas (Figura 5b). No hubo cambios perceptibles en cuanto a tamaño o 

daños cuando se utilizó el extracto A-b. Con el extracto UB-010, se observó un 

incremento moderado en el número de mitocondrias dañadas, pero no hubo cambios 

en su tamaño. 

 15 

Aparato de Golgi. En comparación con células no tratadas (Figura 5j), el extracto T-

010 indujo el hinchamiento del aparato de Golgi (Figura 5k). El extracto A-b provocó 

un aumento moderado del tamaño de este orgánulo (Figura 5l). La incubación de las 

células HCT-116 con el extracto T-b causó un aparato de Golgi agrandado y en 

degradación (Figura 5m). No hubo cambios visibles cuando se utilizó el extracto UB-20 

010. 

 

Otros cambios en el citoplasma. Incubar las células con el extracto T-010, al contrario 

que las células control (Figura 5n), provocó la aparición de múltiples vacuolas 

autofágicas o cuerpos apoptóticos (400 x 400 nm y menos) junto a inclusiones de 25 

diferentes formas (Figura 5o). El extracto A-b provocó la aparición de cuerpos 

multilaminares y vacuolas autofágicas con una triple membrana con inclusiones (600 

x 400 nm y menos) (Figura 5p). El efecto del extracto T-b difirió en que la célula tenía 

vesículas blancas vacías en el citoplasma además de vesículas con inclusiones (700 

x 500 nm) o autofagosomas/autolisosomas (Figura 5q). El extracto UB-010 contribuyó 30 

a la formación de vesículas autofágicas grandes de doble membrana (2000 x 800 nm), 

que contenían múltiples orgánulos o vesículas (Figura 5r). 

 

En general, se determine que los extractos T-010, T-b, A-b y UB-010 provocaban 

cambios significativos en las células cancerosas: dañando la mitocondria, 35 
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condensando la cromatina, eliminando la membrana nuclear, produciendo vesículas 

dentro y fuera (ampollas) de la membrana celular, y cuerpos multilaminares. 

Curiosamente, una variedad de vacuolas autofágicas de diferentes tamaños presentó 

inclusiones como gránulos y partes de orgánulos degradados. 

 5 

Se detectaron cambios notables en la morfología de células de cáncer de colon HCT-

116 incubadas junto a los extractos T-010, A-b, T-b o UB-010 al analizarlas mediante 

MEB. Se observó que el efecto del extracto T-010, comparado con las células control 

(Figura 6A, a y b) disminuía el número de células cancerosas, provocaba que las 

células se aplanaran, reducía la frecuencia y longitud de las microvellosidades (Figura 10 

6B), y estimulaba la aparición de cuerpos apoptóticos (o hinchamiento en forma de 

bola de las células con pérdida de microvellosidades) (Figura 6A, c y d). Incubar las 

células con el extracto A-b también modificó la morfología de las células cancerosas 

de manera similar a el extracto T-010, pero con hinchamiento en forma de bola de las 

células sin pérdida de microvellosidades.  (Figura 6A, e y f). Además de cambios 15 

similares, el extracto UB-010 contribuyó a la formación de dos tipos de cuerpos 

apoptóticos: con microvellosidades remanentes, y en ausencia de ellas (Figura 6A, g 

y h). El tratamiento de células de cáncer de colon con el extracto T-b a concentraciones 

IC50 causó la aparición de cuerpos apoptóticos (Figura 6A, i y j), pero a 

concentraciones elevadas, del doble de IC50, provocó que las células se secaran y 20 

solo permaneciera su membrana (Figura 6A, k y l). 

 

Mecanismos moleculares de los extractos de polisacáridos de cultivos celulares 

de trigo 

Los ensayos de inmunotransferencia revelaron variaciones en las proteínas que 25 

participan en las rutas de apoptosis, ciclo celular y diferenciación (Figura 7), lo que 

permitió predecir el mecanismo de acción de los extractos. 

 

c-Myc 

La expresión de la proteína c-Myc (Figura 7A) fue analizada respecto al valor relativo 30 

del control (1). Los extractos T-f, A-f y UB-010 mostraron una disminución significativa 

en la expresión de esta proteína, con unos valores de 0,6, 0,7 y 0,7 respectivamente. 

Otros extractos no provocaron ningún cambio significativo en la expresión de la 

proteína c-Myc. 

 35 
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Beta-catenina 

Dos de los extractos (T-f y A-f) presentaron una menor expresión de beta-catenina 

(Figura 7B) en comparación con el valor del control (1). El extracto T-f se redujo al 0,5, 

y el extracto A-f hasta el 0,7. El resto de extractos no mostraron cambios significativos. 

 5 

NFkB p100 

Los extractos T-f, A-b, A-f y UB-010 redujeron la expresión de la proteína NFkB p100 

(Figura 7C), la forma temprana de la proteína NFkB p52. El extracto T-f disminuyó la 

expresión de esta proteína hasta un 0,65, y los extractos A-b, A-f y UB-010 la 

disminuyeron hasta un 0,8. Los extractos T-010 y T-b no tuvieron un efecto significativo 10 

en la expresión de NFkB p100. 

 

HCAM (CD44) 

Todos los extractos excepto T-010 provocaron una disminución significativa de la 

expresión de la proteína HCAM (CD44) (Figura 7D). Los extractos T-b y UB-010 la 15 

disminuyeron hasta un valor de intensidad del 0,5 en comparación con el control (1). 

Los extractos T-f y A-b la disminuyeron hasta un 0,2, y el extracto A-f hasta un 0,7. 

 

Bax 

La activación de la proteína bax se consiguió con todos los extractos de PSs (Figura 20 

7E). Los extractos T-b, T-f, A-b y A-f la incrementaron hasta el doble (valor de 2) de la 

intensidad del control (1). Los extractos UB-010 y T-010 provocaron un incremento 

mayor, del 3,5 y del 5,2, respectivamente.  

 

Citocromo C 25 

Los ensayos de inmunotransferencia permitieron detectar en qué medida se libera el 

citocromo C al citosol (Figura 7F). La liberación fue provocada por cuatro extractos: T-

b, T-f, A-b y T-010. El extracto T-b causó el doble de liberación, el extracto T-f la 

incrementó hasta 1,6, el extracto A-b hasta 1,7, y el extracto T-010 a 1,6. Los extractos 

A-f y UB-010 no provocaron un cambio significativo. 30 

 

Caspasa 3 

El aumento de los valores normalizados de expresión de pro-caspasa 3 (Figura 7G) 

fueron mayores en comparación con el control (1) tras el tratamiento con cada uno de 

los extractos. Los valores obtenidos para las células tratadas con T-b, T-f, A-b, A-f, UB-35 
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010, T-010 fueron, respectivamente, de 1,9; 2,0; 1,5; 1,7; 1,15 y 1,25. 

 

Caspasa 8 

En cuatro de los extractos, concretamente T-b, T-f, A-b y T-010, los valores de 

expresión de la caspasa 8 aumentaron hasta 1,5; 1,4; 1,57; y 1,3, respectivamente. 5 

Los extractos UB-010 y A-f no provocaron una mayor liberación de la caspasa 8 (Figura 

7H). 

 

Por lo tanto, todos los extractos mostraron una influencia en el aumento de la expresión 

de las proteínas bax y la caspasa 3. También se estableció que los extractos T-b, T-f, 10 

A-b, T-010 provocaban un aumento significativo en los niveles de citocromo C y 

caspasa 8. Los extractos T-f, UB-010 y A-f indujeron la reducción de la expresión de 

c-Myc. La expresión de beta-catenina fue inhibida por los extractos T-f y A-f. Tratar las 

células con los extractos A-f, T-f, UB-010 y A-b provocaron una reducción de la 

proteína NFkB p100. También hubo diferencias considerables en la expresión de NFkB 15 

p52 cuando se trató con los extractos B-010 y T-010 (no contemplado en las figuras). 

Por último, todos los extractos disminuyeron la expresión de CD44. 

 

Discusión 

Es ampliamente conocido que los PSs naturales son a menudo caracterizados en base 20 

a su peso molecular, composición en monosacáridos, grupos funcionales, y enlaces 

químicos [77]. Todas estas características ayudan a predecir la actividad biológica de 

estos polisacáridos, aunque los procesos de aislamiento, purificación, y 

fraccionamiento pueden afectar [78]. Sin embargo, dada la dificultad de identificar con 

precisión la estructura de los PSs naturales debido a su complejidad y variabilidad, el 25 

análisis estructural puede omitirse para centrarse en determinar su bioactividad in vitro 

e in vivo [7]. Por lo tanto, en la presente invención el enfoque central ha sido determinar 

la importancia de las condiciones de crecimiento de los cultivos celulares para la 

obtención de PSs con diferentes efectos biológicos, concretamente sobre los procesos 

de apoptosis, diferenciación y proliferación celular. 30 

 

En este sentido, se obtuvieron distintos extractos de polisacáridos de cultivos en 

suspensión mediante la modificando los tiempos y medios de cultivo utilizando Triticum 

aestivum, cuyas propiedades fisicoquímicas, composición química, peso molecular, y 

diferencias en composición de los extractos tempranas han sido previamente 35 
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estudiadas [61,62,63]. Del resto de extractos, obtenidos tras un tiempo de cultivo 

mayor, no se han hecho análisis de composición de monosacáridos, siendo la prioridad 

conocer su actividad biológica. En estudios anteriores se ha discutido que el tiempo de 

cultivo celular de plantas podría alterar los compuestos químicos resultantes en el 

medio [79]. De hecho, cuando se cultivó arroz en suspensión durante 3 semanas, se 5 

consiguió un efecto antitumoral considerable, lo que los autores explicaron por la 

aparición de metabolitos secundarios durante cultivos prolongados [80]. Por lo tanto, 

se asumió que existiría una diferencia en la actividad de los PSs obtenidos de células 

de trigo cuando se cultivaran durante periodos más largos. 

 10 

Debido a que los diferentes extractos presentaron distintos niveles de actividad, se 

necesitaron diferentes dosis de las mismas para conseguir el efecto inhibidor en las 

células. En general, los extractos A fueron menos tóxicos para las células de 

fibroblastos sanos de manera dosis-dependiente, mientras que los extractos T 

mostraron un efecto dosis-respuesta invertido, donde las concentraciones menores 15 

inhiben en mayor medida a las células sanas, y viceversa. 

 

En este estudio se identificaron diferencias en los mecanismos de acción y en los 

cambios morfológicos a nivel celular que provocaban los diferentes extractos de PSs. 

Para la mayor parte de los extractos se pudo determinar el IC50, pudiendo conseguirse 20 

incluso a valores de concentración muy bajos, incluso de 10 µg/ml para el extracto A-

f, 160 µg/ml para el extracto A-b, y entre 50 y 100 µg/ml para el extracto T-b. Los 

extractos T-010, UB-010 y T-f mostraron un IC50 mucho más elevado (1600 µg/ml). 

 

En general, se encontró que los extractos A tienen índices terapéuticos considerables 25 

y eran menos tóxicos para las células sanas, y los extractos T afectaban entre 2,35 y 

2,86 veces más a las células cancerosas que a las células sanas a concentraciones 

IC50.  

 

Además, durante los análisis de citometría de flujo, se reveló que el tratamiento de 30 

células de cáncer de colon con todos los extractos de polisacáridos provocaba un 

arresto del ciclo celular en la fase G0/G1. Además, los extractos A-f y T-f disminuyeron 

el porcentaje de células en la fase G2/M, mientras que los extractos A-b, UB-010 y T-

010 lo aumentaron.  

 35 
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En cuanto a los mecanismos moleculares, se hicieron ensayos de apoptosis que 

demostraron que los extractos A-f y T-f no provocaron cambios ni en el nivel de 

apoptosis ni el de fragmentación celular respecto al control. Mientras tanto, algunos 

extractos sí que indujeron apoptosis: tras 48h de exposición, el extracto T-010 a 1600 

µg/ml indujo apoptosis al 48% de las células; 160 µg/ml del extracto A-b a un 40%; 5 

1600 µg/ml del extracto UB-010 al 13,5%; y 100 µg/ml del extracto T-b al 16,7%; 

mientras que los controles solo presentaban un 4,5% de apoptosis. El porcentaje de 

restos celulares varió entre el 20 y el 60%, mayor que en los controles (10%).  

 

Los análisis de MET también confirmaron apoptosis en los extractos T-010, A-b, UB-10 

010 y T-b. Se encontraron numerosos signos de apoptosis: fragmentación y 

condensación de la cromatina [29], mitocondrias grandes y dañadas con membranas 

desorganizadas, mitocondrias degradadas, vacuolas autofágicas con partículas en su 

interior, aparato de Golgi hinchado, ausencia de membrana nuclear, ampollas y 

cuerpos multilaminares. De acuerdo a los análisis de MET, la acumulación de vacuolas 15 

autofágicas con una membrana individual, doble o triple, podría significar el bloqueo 

de flujo autofágico, implicando que la célula está muriendo [81,82]. Notablemente, el 

tamaño de las mitocondrias cambió significativamente por el extracto T-b, y el número 

de mitocondrias dañadas con ausencia o crestas dañadas aumentó con tres extractos 

(T-010, UB-010 y T-b). Mediante MEB, se detectaron cuerpos apoptóticos y una 20 

disminución en el número de vellosidades bajo el efecto de PSs. 

 

En cuanto a los mecanismos moleculares, en este estudio se detectó el aumento de 

varias proteínas en células HCT-116: Bax y citocromo C liberado, relacionadas con la 

vía intrínseca; la caspasa 8, relacionada con la vía extrínseca; y el ejecutor final de la 25 

apoptosis de ambas rutas, la caspasa 3. 

 

Cuatro extractos, T-010, A-b, T-b y T-f, aumentaron el nivel de la caspasa 8, indicando 

que activan la ruta extrínseca de la apoptosis, a excepción del extracto T-f que, según 

los resultados de los ensayos sobre el ciclo celular, no provoca apoptosis.  30 

 

También se reveló que los extractos T-f y A-f inhibían la expresión de la proteína beta-

catenina, sugiriendo un bloqueo de la ciclina D1, la ruta génica APC, limitando la 

proliferación celular [38]. Estos mismos extractos, junto a el extracto UB-010, 

disminuyeron los niveles de c-Myc y confirmando así la inhibición del crecimiento 35 
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celular en células de cáncer colorrectal HCT-116. Dado que los extractos T-f y A-f no 

presentaron signos de apoptosis u otro tipo de muerte celular, tendrían un rol activo en 

los procesos de diferenciación dada la disminución en c-Myc y beta-catenina. Estos 

mismos extractos también mostraron bajos niveles de CD44, confirmando este hecho. 

Además, también bloquean el ciclo celular en todos sus puntos: G0/G1, S y G2/M. El 5 

extracto T-f, por su parte, provocó una alta liberación de citocromo C sin causar ningún 

tipo de muerte celular, proteína que también puede participar en los procesos de 

diferenciación [44]. 

 

En cuanto a la proteína CD44, se encontró que todos los extractos excepto T-010 10 

atenuaban su expresión, remarcando su capacidad de inducir la diferenciación de las 

células cancerosas, y además contribuyendo a disminuir la progresión y la metástasis. 

 

Finalmente, se demostró que los extractos T-f, A-f, A-b y UB-010 reducían los niveles 

de NFkB 2 p100, y T-010 y UB-010 los de la proteína p52, inhibiendo la ruta alternativa 15 

de NFkB y con ello inducirían también la diferenciación de las células cancerosas, junto 

a apoptosis en el caso de A-b y UB-010. 

 

En cuanto al potencial antifibrótico, los resultados obtenidos por los inventores 

mostraron que los extractos de PSs de cultivo celular de trigo, concretamente los 20 

extractos T-010, T-b, A-b y UB-010, inducían la acumulación de las células en la fase 

G2/M del ciclo celular. Además, confirmaron la apoptosis por la detección de la ruptura 

de las caspasas 3 y 8 en estos extractos. También mostraron que los niveles de beta-

catenina y c-Myc se encontraban reducidos. Por último, se ha demostrado que 

especialmente los extractos T-010, UB-010 y T-f inhiben el crecimiento de las células 25 

de fibroblastos CCD-18CO. Estas observaciones, junto al hecho de que los PSs 

contienen galactosa, la cual es capaz de unirse al extremo terminal de unión de 

azúcares de la proteína gal-3, indican que los extractos de PSs de cultivos celulares 

actúan como inhibidores de gal-3. 

 30 

Esto permite concluir que los diferentes extractos, los cuales se diferencian en el medio 

de cultivo (siendo extractos A o T) y en el tiempo de cultivo de los callos embriogénicos 

y posteriormente de las células en suspensión, presentan diferentes niveles de 

citotoxicidad y activan distintos procesos y rutas. Los extractos A tienden a ser más 

efectivos matando células cancerosas a concentraciones más bajas además de tener 35 
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una menor citotoxicidad para las células sanas. Los extractos T necesitan de dosis 

más altas para combatir las células cancerosas, pero su efecto y el del extracto alcalino 

UB-010 en fibroblastos sanos evidencia un potencial prometedor para el tratamiento 

de la fibrosis.  

 5 

Los polisacáridos de los extractos derivados de los cultivos a corto y medio plazo 

inducen apoptosis mediante las vías intrínseca y extrínseca (a excepción de UB-010), 

y contribuirían también a la diferenciación celular de células cancerosas. Los extractos 

de polisacáridos obtenidos tras el cultivo a largo plazo, inhiben las rutas APC, NFkB y 

reducen los niveles de CD44, sugiriendo su papel como agentes diferenciadores. 10 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Procedimiento de extracción de polisacáridos, en adelante “procedimiento de la 

invención”, que comprende la extracción etanólica de polisacáridos extracelulares 

a partir de un cultivo celular de tejido de callos embiogénicos de cereales. 5 

 

2. Procedimiento de obtención de extractos de polisacáridos según reivindicación 

anterior, que comprende las etapas de: 

a) Plantar un embrión inmaduro en medio de agar sólido para obtener un callo 

embriogénico. 10 

b) Cultivar tejido de dicho callo embriogénico en medio de agar sólido. 

c) Cultivar células del paso b) en suspensión con la adición de al menos una 

fitohormona. 

d) Extracción de los polisacáridos extracelulares del paso c) mediante 

extracción etanólica. 15 

e)  

3. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el cereal 

utilizado es trigo 

 

4. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el cereal 20 

utilizado es Triticum aestivum. 

 

5. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, que comprende una 

etapa adicional de fraccionamiento del extracto de polisacáridos del paso d), para 

obtener el extracto alcalino. 25 

 

6. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, donde el callo 

embriogénico seleccionado/obtenido en el paso a) tiene una morfología friable, 

preferentemente una morfología friable a largo plazo. 

 30 

7. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 donde el cultivo del 

callo del paso a) se realiza durante entre 10 días y 24 meses, preferentemente 

entre 10 y 365 días, y más preferentemente durante 28 o 70 días. 

 
8. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, donde el medio de 35 
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agar sólido del paso a) es Murashige y Skoog en presencia de ácido 2,4-

diclorofenoxiacético a concentración de entre 0,1 y 20 mg/mL. 

 
9. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8 donde las células del 

paso c) se cultivan durante entre 5 días y 6 meses. 5 

 
10. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9 donde las células del 

paso c) se cultivan con un fotoperiodo de 16 horas. 

 

11. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, donde el medio de 10 

agar en suspensión del paso c) es Murashige y Skoog en presencia de ácido 2,4-

diclorofenoxiacético a concentración de entre 0,1 y 20 mg/mL, preferentemente a 

concentración 5,0 mg/mL. 

 

12. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 11, donde el medio de 15 

agar en suspensión del paso c) es Murashige y Skoog en presencia de ácido 

abcísico a concentración de entre 0,1 y 10 mg/mL, preferentemente a 

concentración 1,0 mg/mL. 

 

13. Extractos de polisacáridos extracelulares obtenidos mediante el procedimiento 20 

según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12. 

 

14. Extractos de polisacáridos extracelulares según la reivindicación anterior, para su 

uso como medicamento. 

 25 

15. Extractos de polisacáridos extracelulares según las reivindicaciones 13 o 14, para 

su uso en la mejora, alivio, prevención y/o el tratamiento del cáncer. 

 

16. Extractos de polisacáridos extracelulares según la reivindicación anterior, donde el 

tipo de cáncer es cáncer colorrectal. 30 

 

17. Composición farmacéutica que comprende en su formulación al menos un extracto 

de polisacáridos extracelulares según cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16. 

 

18. Composición farmacéutica según la reivindicación anterior, que comprende al 35 
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menos un agente antitumoral adicional. 

 

19. Composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 17 o 18, que 

adicionalmente comprende uno o más excipientes o vehículos farmacéuticamente 

aceptables. 5 

 
20. Composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, para 

su uso como medicamento. 

 
21. Composición farmacéutica según la reivindicación anterior, para su uso en la 10 

mejora, alivio, prevención y/o el tratamiento del cáncer. 

 
22. Composición farmacéutica según la reivindicación anterior, donde el tipo de cáncer 

es cáncer colorrectal. 

 15 
23. Extractos de polisacáridos extracelulares según las reivindicaciones 13  a 16, para 

su uso comen la mejora, alivio, prevención y/o tratamiento de la fibrosis. 

 

24. Composición farmacéutica según la reivindicación 17, que comprende al menos un 

agente antifibrótico adicional. 20 

 

25. Composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 17 o 24, que 

adicionalmente comprende uno o más excipientes o vehículos farmacéuticamente 

aceptables. 

 25 
26. Composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 17, 24 o 25, 

para su uso en medicina. 

 
27. Composición farmacéutica según la reivindicación anterior, para su uso en la 

mejora, alivio, prevención y/o el tratamiento de la fibrosis. 30 
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FIGURA 2 
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FIGURA 3 
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FIGURA 4 
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FIGURA 5 
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FIGURA 6 
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FIGURA 7 
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columna 2, línea 54-columna 6. 
  
US 2015148309 A1 (RICCIO RODOLFO) 28/05/2015,  
párrafos 1, 7-9, 12, 62-68. 
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Categoría de los documentos citados 
X: de particular relevancia 
Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la  
     misma categoría 

A: refleja el estado de la técnica 

 

 

 
O: referido a divulgación no escrita 
P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentación  
    de la solicitud 

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha  
     de presentación de la solicitud 
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INFORME DEL ESTADO DE LA TÉCNICA 
 

Nº de solicitud: 202230419 

CLASIFICACIÓN OBJETO DE LA SOLICITUD 
 
 
 

C12P19/04 (2006.01) 
A61K36/899 (2006.01) 
A61K31/715 (2006.01) 
A61P35/00 (2006.01) 
C12R1/91 (2006.01) 
 
Documentación mínima buscada (sistema de clasificación seguido de los símbolos de clasificación) 
 
C12P, A61K, A61P, C12R 
 
Bases de datos electrónicas consultadas durante la búsqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de 
búsqueda utilizados) 
 
INVENES, EPODOC, WPI,CAPLUS, BIOSIS, COMPENDEX, EMBASE, MEDLINE, INTERNET 
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