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RESUMEN

Los B-glucanos son polisacaridos presentes de forma natural en cereales, hongos, levaduras y algas
marinas. Entre los cereales, se encuentran en mayor proporcion en la cebada (Hordeum vulgare) y
avena (Avena sativa). Estos B-glucanos tienen efectos beneficiosos para la salud y se han considerado
para la inhibicidn de las células cancerigenas en los tltimos veinte afios. En la presente investigacion,
se realizd una caracterizacion quimica proximal para determinar la concentracion de humedad,
cenizas, grasa, fibra y proteina en granos de cebada y avena. Para la extraccion de B-glucanos, se
empled un método de bafo ultrasénico asistido con una amplitud del 100 %, una temperatura de
30£1°C, una frecuencia de 20 kHz y una relacion soluto-solvente de 1:25, utilizando agua destilada
como solvente, con variables de tiempo de 10, 20 y 30 min, los cuales se determiné en cada uno el
porcentaje de pureza obtenido mediante un kit de prueba de pf-glucanos (enlace mixto) de la marca
"Megazyme". El tratamiento mas efectivo en la relacion pureza y rendimiento de las dos fuentes fue
el de 20 min, obteniendo 81.39 y 83.16% de B-glucanos en la cebada y la avena, respectivamente. Se
utiliz6 la aplicacion de B-glucanos comerciales de alta pureza (>95%) para comprobar su efecto
anticancerigeno y los f-glucanos extraidos de cebada y avena se orientaron a la inhibicion de células
de cancer de mama (MDA-MB-231) a diferentes concentraciones (0, 125, 250 y 500 ug de B-
glucanos/mL) en un estudio in vitro de 24 horas, utilizando un ensayo colorimétrico para evaluar la
viabilidad celular basada en la actividad metabolica (MTT) y comparar el efecto de cada fuente y
tratamiento. El empleo de 500 pg/mL del B-glucano comercial redujo la viabilidad celular hasta un
70.84%, seguido del B-glucano de avena con 72.74% y de cebada con 74.59% (a la misma
concentracion de 500 pg/mL por 20 min), dando lugar al efecto anticancerigeno de B-glucano de

avena y cebada aplicados en esta linea celular de cancer de mama.

Palabras clave: f-glucanos, cebada, avena, ultrasonido, cancer
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ABSTRACT

B-glucans are polysaccharides naturally present in cereals, fungi, yeasts, and seaweed. Among cereals,
they are found in the highest proportion in barley (Hordeum vulgare) and oats (Avena sativa). These
B-glucans have beneficial effects on health and have been considered for the inhibition of cancer cells
in the last twenty years. In the present study, a proximate chemical characterization was performed to
determine the concentrations of moisture, ash, fat, fiber, and protein in barley and oat grains. For the
extraction of B-glucans, an assisted ultrasonic bath method was used with an amplitude of 100%, a
temperature of 30 £ 1 ° C, a frequency of 20 kHz and a solute-solvent ratio of 1:25, using distilled
water as solvent, with time variables of 10, 20 and 30 min, which in each one the percentage of purity
obtained was determined using a B-glucan test kit (mixed bond) of the brand "Megazyme". The most
effective treatment in the purity and yield ratio of the two sources was 20 min, obtaining 81.39 and
83.16% of B-glucans in barley and oats, respectively. The application of high purity commercial -
glucans (>95%) was used to verify their anticancer effect and B-glucans extracted from barley and
oats were aimed at inhibiting breast cancer cells (MDA-MB-231) at different concentrations (0, 125,
250 and 500 pg of B-glucans/mL) in a 24-hour in vitro study, using a colorimetric assay to evaluate
cell viability based on metabolic activity (MTT) and compare the effect of each source and treatment.
The use of 500 pg/mL of commercial B-glucan reduced cell viability to 70.84%, followed by oat -
glucan with 72.74% and barley with 74.59% (at the same concentration of 500 pg/mL for 20 min),

giving rise to the anticancer effect of oat and barley B-glucan applied in this breast cancer cell line.

Keywords: B-glucans, barley, oats, ultrasound, cancer
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1. INTRODUCCION

Los B-glucanos estan compuestos por glucosa y se encuentran unidos mediante enlaces glucosidicos
tipo B (Bai et al., 2019), los cuales estan presentes en diferentes fuentes como los cereales, hongos,
levaduras y algas marinas (Wu et al., 2021). Dentro de los cereales con mayor contenido de [3-
glucanos esta la cebada (Hordeum vulgare) con concentraciones que varian entre el 5y el 11%, y la
avena (4vena sativa) entre el 4.5 y el 5.5%, los cuales se encuentran ubicados en la capa de la aleurona
de cada grano (Bobade et al., 2021). Se utilizan métodos convencionales para la extraccién de f3-
glucanos, como son la aplicacion de agua caliente, extraccion en medio acido, alcalino y enzimatico.
También se utilizan métodos no convencionales, destacando el uso del ultrasonido, ademas de ser un
método ecologico, se obtiene mayor rendimiento en menor tiempo, utilizando el efecto de la

cavitacion (Alzorqi et al., 2017; Liu et al., 2021).

Desde inicios del siglo XXI, los B-glucanos han sido considerados como compuestos bioactivos
debido a los diferentes efectos aplicados en areas como farmacéutica, cosmética, alimentaria y salud
(Bai et al., 2019). Dentro de esta ultima area se ha resaltado el efecto anticancerigeno, debido a que
los B-glucanos inhiben el crecimiento celular, provocando la interrupcion del ciclo celular en
diferentes fases y puntos de control, favoreciendo el aumento de la apoptosis (Varnosfaderani et al.,
2024). El cancer es considerado la primera causa de muerte de millones de personas a nivel mundial,
en el 2020 el cancer de mama fue el mas comun en la poblacion, con 2.2 millones de casos (OMS,
2020). El subtipo mas agresivo es el cancer de mama triple negativo (TNBC) y representa entre el 10
y el 20% de los casos de cadncer de mama. La linea celular MDA-MB-231 es la mas estudiada y
carecen de los receptores para estrogenos, progesterona y la proteina HER2, lo que presenta
resistencia a diferentes tratamientos clinicos como la inmunoterapia, la hormonoterapia y la terapia

hormonal (Chew ef al., 2020; Palmero-Picazo et al., 2021).

De acuerdo a lo anterior, este estudio tuvo como finalidad extraer f-glucanos a partir de granos de
cebada y avena, y compararlos con un B-glucano comercial mediante un estudio in vitro en células de

cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231), en busca de propiedades anticancerigenas.



2. MARCO TEORICO

2.1 B-glucanos

Los B-glucanos son polisacaridos compuestos por mondmeros de D-glucosa unidos mediante enlaces
glucosidicos tipo p (Bai er al., 2019), y dependiendo de su fuente presentan diferencias en su
estructura, grados de ramificacion y peso molecular. Los hongos (Lentinula spp., Pleurotus spp.),
donde su estructura se compone de una cadena lineal con enlaces B-(1,3) y con ramificaciones cortas
de B-(1,6) como se observa en la Figura 1, mientras que las levaduras (Saccharomyces cerevisiae)
poseen la misma estructura, pero con ramificaciones mas largas, como se observa en la Figura 2, por
otro lado, los cereales como la cebada (Hordeum vulgare), la avena (Avena sativa) y el trigo (Triticum
spp.) se componen de una cadena lineal sin ramificaciones, donde en su mayoria posee de dos a tres
enlaces B-(1,4) consecutivos y separados por un enlace -1,3, como se observa en la Figura 3 (Bai et
al., 2019; Bobade et al., 2021; Chiozzi et al., 2021; Wu et al., 2021). El cereal que posee una mayor
concentracion de f-glucanos es el grano de cebada aproximadamente entre 5 y 11% de su

composicion total seguido de la avena entre el 4.5 y 5.5% (Bobade et al., 2021).
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Figura 1: Estructura general de los B-glucanos de los hongos. Fuente:
Varnosfaderani et al., (2024)

Figura 2: Estructura general de los -glucanos de las levaduras. Fuente: Varnosfaderani et al., (2024)
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Figura 3: Estructura general de los B-glucanos de los cereales. Fuente: Varnosfaderani et al., (2024)

2.2 Cebada

La cebada pertenece a la familia Poaceae y género Hordeum,y de acuerdo con evidencia arqueologica
este cereal tiene como origen en Egipto y desde hace 17,000 afios se ha utilizado como fuente de
alimento (Idehen ef al., 2017; Simén & Golik, 2022). Siendo un cultivo con resistencia a condiciones
adversas como la sequia, el frio y la madurez temprana de la planta, de este modo se posiciona en el

cuarto lugar de produccion de cereales a nivel global después del maiz, trigo y arroz (Simén & Golik,

2022).

2.2.1 Produccion mundial y nacional de la cebada

En el 2023, se cultivaron 46,254,750 hectareas de cebada, obteniendo una produccion mundial de
145,759,524.48 toneladas. Entre los continentes productores, América es el tercer continente
productor superado por Europa y Asia (FAO, 2024), como se puede observar en la Figura 4. Alrededor
del 60% de la cosecha se destina para forraje animal, el 30% se emplea en el proceso de malteado
para la produccion de cerveza y unicamente el 2 o 3% se utiliza para consumo directamente (INIFAP,
2023). En el mismo afio, México sembr6 una superficie de 297,445 hectareas de cebada en el que se
obtuvo una produccion de 832,037.28 toneladas. Los principales estados productores en el ciclo
temporal que abarca de primavera a verano fueron Estado de México, Hidalgo, Puebla y Tlaxcala,
mientras que en el ciclo de otofio a invierno destacaron Guanajuato, Querétaro, Michoacan y Jalisco

(INIFAP, 2023; FAO, 2024).
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Figura 4. Porcentaje de produccién mundial de cebada en cada continente en el 2023. Fuente: FAO, (2024)

2.2.2 Composicion quimica del grano de cebada

La composicion del grano de cebada maduro se puede observar en la Tabla 1, donde los componentes
predominantes en peso seco son los carbohidratos, y de estos, el almidon constituye entre un 60 y
65%, actuando como principal fuente de energia para la germinacion, en cantidades menores se
encuentran los arabinoxilanos entre el 4.4 y el 7.8%, la celulosa entre 1.4 a 5%, mientras que la
sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa representan del 0.41 y 2.9%. Los lipidos estan distribuidos en
diferentes partes del grano y son utilizados principalmente para la funcionalidad de las células.
Mientras que las proteinas se clasifican de acuerdo a su solubilidad, las albliminas son hidrosolubles,
las globulinas son solubles en soluciones salinas, las glutelinas en soluciones 4cidas o alcalinas y las
glutelinas en alcohol. Por otro lado, los principales minerales presentes son: el fosforo, potasio,
magnesio, calcio y sodio, en contraste, los niveles de hierro, zinc, cobre y manganeso pueden variar
considerablemente de acuerdo con las condiciones en las que se cultive la planta y el manejo de

fertilizantes (Izydorczyk & Dexter, 2015; Abebaw, 2021).

Tabla 1. Composicion quimica del grano de cebada

Componente Contenido (% peso seco)
Carbohidratos 78 - 83
Lipidos 2-3
Proteinas 8-15
Minerales 2-3

Fuente: Izydorczyk & Dexter, (2015)



2.2.3 Estructura del grano de cebada

El grano de la cebada estd compuesto por la cascara, pericarpio, aleurona, endospermo y embrion,
como se observa en la Figura 5. La cascara y el pericarpio son las capas externas que lo protegen y
se compone de celulosa, hemicelulosa, lignina y lignanos. Mientras que la aleurona tiende a medir de
2 a 5 mm de grosor, y uno de sus componentes principales son los 3-glucanos, los cuales se sitiian
especificamente en esta capa y en el endospermo (Izydorczyk & Dexter, 2015; Schmidt, 2022; Lante
& Canazza, 2023), como se observa en la Figura 6. El endospermo representa el 75% del grano
aproximadamente, almacena lipidos y proteinas que son utilizados como fuente de nutriente para el
desarrollo del embrion que protege. Al llegar a la madurez, tiende a disponer de una alta concentracion
de almidén que constituye el 80% del endospermo y estd formado por amilosa y amilopectina

(Izydorczyk & Dexter, 2015).

Pericarpio
Nucela
Fitato
Nucleo
Niacina
Pared celular

Aleurona

Cuerpos protéicos

Capa subaleuronica

Almidon Endospermo
interno

Pared celular

Matriz de proteinas

C Escutelo Endospermo

Nucleo

Fitato

Cuerpos AE 3
protéicos

P4

Figura 5. Estructura del grano de cebada, A) capa de salvado, B) endospermo y C) embrion. Fuente: Izydorczyk & Dexter,
(2015)
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Figura 6. B-glucanos presentes en la aleurona y endospermo en el grano de cebada. Fuente: Schmidt, (2022)

2.3 Avena

La avena pertenece a la familia Poaceae y género Avena, abarcando 70 especies aproximadamente
(Aly et al., 2021), este cultivo se desarrolla mejor en climas frios, debido a que es muy vulnerable a
las temperaturas elevadas, especialmente durante las etapas de floracion y formacion del grano. Su
crecimiento demanda una gran cantidad de agua debido a su elevada tasa de transpiracion, prefiriendo
suelos profundos y arcilloarenosos, con un contenido moderado de cal y buena capacidad para retener
la humedad. Ademas, presenta buena adaptacion a suelos acidos, razon por la cual suele cultivarse en
terrenos ricos en materia organica (Quifiones-Mufioz et al., 2022). Considerado como uno de los
cultivos mas destacados del mundo, posicionandose en el sexto lugar seguido del maiz, trigo, cebada,

arroz y sorgo (Teran-Céspedes et al., 2023).

2.3.1 Produccion mundial y nacional de la avena

En el afo 2023, se cultivaron 8,024,447 hectareas, de las cuales se obtuvo una produccion de
18,776,750.11 toneladas, siendo el continente americano el segundo productor con un 28%, como se
muestra en la Figura 7, del cual México cultivo 25,465 hectareas, obteniendo 61,785.28 toneladas en

el mismo afio (FAO, 2024).
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Figura 7. Porcentaje de producciéon mundial de avena en cada continente en el 2023. Fuente: (FAO, 2024)

Durante siglos la avena ha sido considerada como un alimento nutritivo, realizando productos como
cereales, harina, barras de granola, galletas, comida infantil, entre otros, debido a su equilibrado
contenido de proteinas, vitamina B y E. Ademas, destaca por sus diversos compuestos bioactivos,
entre los que se incluyen polifenoles, esteroles, avenantramidas, compuestos fendlicos y B-glucanos

(Aly et al., 2021; Thsan et al., 2021).

2.3.2 Composicion quimica del grano de avena

Los componentes del grano de avena se muestran en la Tabla 2, destacando que las proteinas
representan el 13%, dentro de estas, las globulinas son las predominantes con un 55%, mientras que
las prolaminas estan presentes en menor proporcion, y las aveninas, por su parte, tienen una
concentracion que varia entre el 10 al 13%. La avena es considerada un alimento funcional debido a
su alto porcentaje lipidico en comparacion con otros cereales, destacandose por la abundancia de
acidos grasos monoinsaturados como: el acido oleico y poliinsaturados y acido linoleico, también la
presencia de triglicéridos, tales como: glucolipidos y esteroles. Por el contrario, la avena tiende a
tener menos carbohidratos, el cual, el almidon representa el 60%, compuesto por amilosa y
amilopectina. La fibra del grano se clasifica en un 60% como insoluble y en un 40% como soluble,
dentro de la cual se encuentra los B-glucanos. Estos presentan enlaces B-1,3 en un 30% y los -1,4 en

un 70% de su cadena molecular (Alemayehu et al., 2023).



Tabla 2. Composicion quimica del grano de avena

Componente Contenido (% peso seco)
Humedad 13.3
Proteinas 13
Lipidos 7.5
Fibra 10.3
Cenizas 31
Carbohidratos 52.8

Fuente: Butt ez al., (2008)

2.3.3 Estructura del grano de avena

El grano de la avena posee una textura suave, lo que puede llegar a complicar su molienda en ciertos
procesos industriales. Estd conformado por cascara, salvado, endospermo y embrion, tal como se
muestra en la Figura 8. La céscara representa entre el 25 al 30% del total y puede ser utilizada para
forraje de animales. Por otro lado, el salvado, que corresponde a la capa externa, esta compuesto por
el pericarpio y la aleurona. En esta ultima capa, los B-glucanos se distribuyen de manera heterogénea
en las paredes celulares, situdindose en mayor concentracion en la capa de la aleurona y la subaleurona

(Butt et al., 2008; Schmidt, 2022), como se muestra en el Figura 9.
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Figura 8. Estructura del grano de avena. Fuente: Butt ez al., (2008)
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Figura 9. B-glucanos presentes en la aleurona y subaleurona en el grano de avena. Fuente: Schmidt, (2022)

2.4 Métodos de extraccion de B-glucanos

Existen diversos métodos para la extraccion de B-glucanos, entre los cuales se incluyen la extraccion
con agua caliente, en medios acidos o alcalinos, mediante enzimas y por ultrasonido. La extraccion
con agua caliente se realiza a temperaturas cercanas a los 100°C. Sin embargo, presenta un
rendimiento relativamente bajo al tiempo prolongado de exposicion térmica requerido. Por otro lado,
los métodos que emplean medios acidos o alcalinos se utilizan principalmente para remover proteinas
y polisacaridos hidrosolubles, aunque su uso excesivo puede comprometer la integridad estructural
de los B-glucanos y, en consecuencia, afectar sus funciones biologicas. La extraccion enzimatica se
considera una de las mas eficaces para el aislamiento de B-glucanos, dado a que permite una alta
solubilidad en agua sin alterar su estructura molecular, no obstante, requiere procesos de purificacion
complejos y costosos (Liu et al., 2021). Por otro lado, la aplicacion de ultrasonido se destaca como
una alternativa mas eficiente y sostenible, ya que ofrece mayor rendimiento, menor tiempo de
procesamiento y un impacto ambiental menos agresivo en comparacion con los métodos tradicionales
(Alzorqi et al., 2017; Liu et al., 2021). Este método se fundamenta en el principio de la cavitacion,
mediante el cual se generan ondas ultrasonicas a frecuencias entre 20 a 100 kHz. Estas ondas generan
vibraciones que provocan la formacion de microburbujas que acumulan energia en su interior y
migran hacia superficies solidas presentes en el sistema de extraccion. Estas microburbujas se
expanden progresivamente a través de ciclos de compresion (presion alta) y rarefaccion (presion baja)
inducidos por las variaciones de presion acustica, hasta alcanzar un punto de inestabilidad, donde
alcanzan un tamafio critico que culmina en su implosion violenta. Esta liberacion repentina de energia
rompe las paredes celulares del material vegetal, facilitando asi la liberacion y transferencia de los B-

glucanos hacia el disolvente, como se observa en la Figura 10 (Khan et al., 2020).
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Figura 10. Efecto de la cavitacion en el ultrasonido. Fuente: Autoria propia

2.5 Mecanismos de accion de los B-glucanos
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Los B-glucanos estan formados por monosacaridos simples, pero presentan diferencias en su grado

de ramificacion y conformaciones en su estructura, los cuales, estan directamente vinculados con

propiedades fisicoquimicas, funciones fisioldgicas y propiedades organolépticas (Cui et al., 2023).

Los cuales son aplicados en diferentes areas de la industria alimentaria por su efecto espesante en

bebidas, también es utilizado como aditivo alimentario para reducir el colesterol en productos lacteos

y pan (Bai ef al., 2019), algunos casos se pueden mostrar en la Tabla 3. Del mismo modo, son

utilizados en la industria farmacéutica como complemento en formulaciones de vacunas, actuando

como ligados para dianas especifica, ademas, son aplicados como transporte para medicamentos (Lin

et al., 2024), como se puede visualizar en la Tabla 4.

Tabla 3. Aplicacion de B-glucanos en productos alimentarios

Propiedades

Propiedades

fisioldgicas

Producto B-glucano o
organolépticas
Bebidas Aumento de capacidad de .,
. C L Reduccion del
lacteas y Avena retencion de agua y mejoro colesterol
yogurt sus propiedades sensoriales
Separacion de proteinas y
Leche polisacaridos incorporados Reduccion del
Avena e ‘-
fermentada en la modificacién de colesterol sérico
gelificacion
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Mejoramiento de
Yogurt Cebada viscosidad, textura y perfil -
sensorial

Aumento de rigidez y
Masa Avena disminucion de -
extensibilidad

Reduccion del
Pan Avena Sin cambios significativos indice glucémico y
la carga glucémica

Aumento de la viscosidad y
Bebidas Avena mayor estabilidad en la -
acidez y color

Fuente: Chiozzi et al., (2021)

Tabla 4. Aplicaciones de glucanos en el area de farmacéutica

B-glucano Estructura Aplicaciones

A f I'si fagociti
Ganoderma 8-(1,3)-D-glucano umento de defensa del sistema fagocitico

lucidum contra agentes infecciosos y patdgenos
Saccharomyces 8-(1,3)-D-glucano Optimizacion de la absorcién oral del
cerevisae ’ g farmaco exenatida
Direccion especifica de las células M y
estimulacion de la respuesta inmunitaria
-(1,3), (1,4)-D- ) . -
Cebada B-(L.3), (1.4) mediante la administracion oral del
lucano
g antigeno PRS8, utilizando transportadores
conjugados con B-glucano
Administracion de ARNi a células
Schizophyllum -(1,3), (1,6)-D- . .
comﬁwyne B-( I)uc(ano) dendriticas mediante B-glucano y
g oligonucledtidos
Saccharomyces Utilizado como transportador oral para
. -(1,3)-D-gl .
cerevisae B-(1,3)-D-glucano ARNi

Fuente: Lin et al., (2024)

Por otra parte, por su efecto hidratante, antienvejecimiento y cicatrizante se encuentran en productos
dérmicos (Bai et al., 2019). La relacion que tiene los B-glucanos con la piel humana se puede observar
en la Figura 11, donde, como primer paso, se aplica la formulacion topica a base de f-glucanos para

favorecer su penetracion en la epidermis. Luego, al ubicarse en la dermis, lo polisacaridos son
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detectados por receptores de los macrofagos, como la Dectina-1, lo que desencadena una respuesta
inmunitaria, permitiendo la liberacion de interleucinas (IL-1), y asi, activando una cascada
inflamatoria. Finalmente, en el tercer paso, se estimula la actividad de otras células cutaneas, como
los fibroblastos dérmicos, que inducen la produccion de componentes de la matriz extracelular, por
ejemplo, el colageno, y los queratinocitos epidérmicos, que promueven su migracion y proliferacion

en procesos de cicatrizacion (Sousa et al., 2023).

% B-glucanos '. Macrofago ?Dectin-l Receptor tipo Toll (TLRs) T Receptor del complemento 3

*/ Interceucina-1 (IL-1) Wibroblasto YReceptor IL-1 sw=see, Colageno

Figura 11. Interaccion de los B-glucanos con la piel humana. Fuente: Sousa et al., (2023)

Desde inicio del siglo XXI han sido considerados como compuestos bioactivos y han tenido gran
importancia en el area de la salud debido a su actividad antiinflamatoria, antioxidante y
anticancerigena (Choromanska et al., 2018). Existen aplicaciones de B-glucanos en células de

diferentes tipos de cancer mediante estudio in vitro, como se puede observar en la Tabla 5.
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Tabla 5. Estudios de B-glucanos en células cancerigenas mediante estudio in vitro

Fuente d Viabilidad
exl:f*:cZiéfl Célula cancerigena Dosisdep-glucano___ Referencia
24 h
Avena Colon HCT-116 0.88 pg/mL 76% (Climova et al.,
2021)
Colon HCT-116 500 ng/mL 90%
Cebada (Lin et al., 2018)
Pulmon A549 500 pg/mL 82%
, (Choromanska et
o
Avena Pulmoén A549 200 pg/mL 69% al., 2018)
Avena Melanoma ~ HTB-140 200 pg/mL 55% (Parzonko et al.,

2015)

Mientras que, en el efecto anticancerigeno, los B-glucanos intervienen en distintas fases del ciclo
celular. Este proceso es fundamental para la division celular, en la que se clasifica en cuatro fases,
G1, S, G2 y M, como se puede observar en la Figura 12. En la fase G1, la célula experimenta un
proceso de crecimiento y se habilita para la replicacion del ADN. Durante la fase S, tiene lugar la
replicacion del material genético, lo que conduce a la duplicacion de los cromosomas. Posteriormente,
en la fase G2, la célula contintia con su crecimiento y lleva a cabo la preparacion para su fase final.
Finalmente, en la fase M, conocida como mitosis, se produce la division celular, dando origen a dos
células hijas genéticamente idénticas (Almalki, 2023). Los B-glucanos interactuan con las células
cancerigenas directamente en su crecimiento, provocando la interrupcion de su ciclo celular en la fase
G1 por la restriccion de la via ERK1/2 (Varnosfaderani ef al., 2024), tal como se muestra en la Figura
13, en el cual, la via de sefializacion es inducida por mitégenos (MAPK) que a través de sefiales
extracelulares activan las proteinas ERK (Extracellular Signal — Regulated Kinases) desde la
membrana plasmatica para unirse a receptores de tirosina quinasa (RTK), iniciando la cascada RAS-
RAF-MEK-ERK, la cual progresa hasta el nicleo, donde regula procesos bioldgicos, como la
proliferacion celular. No obstante, los B-glucanos interfieren en esta Gltima sefializacion, provocando
la inhibicion de dicha via y bloqueando la transicion de las células desde la fase G1 hasta la fase S,
etapa en la que ocurre la replicacion del ADN (Raemy et al., 2024; Varnosfaderani et al., 2024). Por

otro lado, en la fase G2 los B-glucanos pueden provocar una acumulacion gradual de células,
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especialmente cuando se emplean en concentraciones elevadas. Sin embargo, este mecanismo no esta

completamente establecido en comparacion con el de la fase G1 (Varnosfaderani ef al., 2024).

‘Q\

Metatase

Profase

Interfase

Figura 12. Etapas del ciclo celular. Fuente: Autoria propia
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Figura 13. Mecanismo de accion de los B-glucanos en células cancerigenas en la fase G1 por la via ERK 1/2. Fuente: Autoria
propia

Ademas, se ha descrito otro mecanismo mediante el cual los B-glucanos inducen la apoptosis, a través
de la inhibicion de la enzima telomerasa, provocando dafio en el ADN y estimulando un aumento en
la expresion de la proteina p53. Esta proteina actfia como regulador clave de la detencion del ciclo
celular y de la activacion de la apoptosis. A su vez, la p53 favorece la expresion de genes
proapoptdticos como BAX, PUMA y NOVA, los cuales alteran la permeabilidad de la membrana
mitocondrial. Como resultado, se libera citocromo C desde la mitocondria hacia el citosol, donde se
asocia con la proteina Apaf-1 y con la pro-caspasa-9 para formar el complejo apoptosoma. Este
complejo facilita la activacion de la caspasa-9 que posteriormente activa las caspasas efectoras 3, 6 y
7, responsables de ejecutar el proceso apoptotico, como se observa en la Figura 14 (Rusin, 2024;

Varnosfaderani et al., 2024; Wu et al., 2024).
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Figura 14. Mecanismo de accion de los B-glucanos en las células cancerigenas a partir de la inhibicion de la telomerasa.
Fuente: Autoria propia

2.6 Cancer

El cancer es una enfermedad provocada por el crecimiento descontrolado de células anormales que
pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, mejor conocido como
metastasis, siendo la causa de muerte. Su origen puede atribuirse tanto a factores genéticos como a
factores externos. Entre estos Gltimos se incluyen los fisicos, como la exposicion a rayos ultravioleta,
los quimicos como el asbesto que es utilizado para la elaboracidén de aislantes, las sustancias que
componen al humo del tabaco, la presencia de micotoxinas en alimentos y el arsénico en agua, y los
bioldgicos como: los virus (por ejemplo, el Virus de Papiloma Humano), bacterias (Helicobacter
pylori) y parasitos (Clonorchis sinensis). En el 2020, el cancer fue considerado la principal causa de
muerte a nivel mundial con mas de 10 millones de defunciones, donde los tipos de cancer mas comun
son el de mama y pulmén con 2.2 millones de casos, seguido del cancer de colon, prostata, piel y

estomago, como se observa en la Figura 15 (OMS, 2020).
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Figura 15. Tipos de cancer mas comunes a nivel mundial en el 2020. Fuente: OMS, (2020)

Las células de cancer de mama presentan receptores ubicados en la superficie de la membrana, asi
como en el citoplasma y el nicleo. Los mas relevantes estan asociados a estrogenos, progesterona y
la proteina HER2. En funcion de la presencia de estos receptores, el cancer de mama puede

clasificarse en categorias, como se puede observar en la Tabla 6 (Palmero-Picazo ef al., 2021).

Tabla 6. Categorias de cancer de mama seglin sus receptores y su terapia posible

. RECEPTORES
CATEGORIA TERAPIA
Estrogeno  Progesterona  Proteina HER2
Luminal A + + - Hormonal
Luminal )
Inmunoterapia
B/HER2 + + +
. y hormonal
) positivo
Luminal B i
Luminal
B/HER2 + + - Hormonoterapia
negativo
HER 2+ + + - Inmunoterapia
Triple o )
] - - - Quimioterapia
negativo

Fuente: Palmero-Picazo et al., (2021)
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2.6.1 Linea celular MDA-MB-231

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es considerado el subtipo mas agresivo y constituye entre
el 10 y el 20% de estos casos. Sin embargo, tanto este tipo como sus mecanismos oncogénicos aun
no han sido ampliamente investigados (Chew et al., 2020). Una de las lineas celulares que se
encuentran dentro de esta categoria es la célula MDA-MB-231, la cual, se puede observar en la Figura
16. Aislada a partir de un derrame pleural con carcinoma ductal invasivo, y ampliamente utilizada
como modelo experimental para el estudio del cancer de mama. Presentan ausencia de los receptores
de estrogeno, progesterona y proteinas HER2, como se muestra en la Figura 17, y son consideradas
un fenotipo altamente invasivo en estudios in vitro. Asimismo, cuando se implantan de manera
ortotopica, generan xenoinjertos que desarrollan metastasis de forma espontanea hacia los ganglios

linfaticos (Welsh, 2017).

Figura 16. Linea celular MDA-MB-231. Fuente: ATCC, (2024)
Receptor de estrégeno  Receptor de progesterona Receptor de HER2 Triple negativo
O ) 7
O 4
4
4 o
O
O O
o 4
Figura 17. Receptores de las células de cancer y las células triple negativas. Fuente: Autoria propia
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2.7 Concentracion inhibitoria 50 (ICso)

La concentracion inhibitoria 50 (ICso) se define como un parametro cuantitativo empleado en estudios
in vitro para determinar la cantidad de un compuesto inhibidor necesario para reducir en un 50% las
actividades bioldgicas o bioquimicas de un componente bioldgico especifico, como células,
microorganismos, receptores o enzimas. Este valor constituye un indicador fundamental para evaluar
la eficacia de agentes terapéuticos potenciales, y su determinacion resulta esencial en el desarrollo y
seleccion de compuestos con actividad farmacoldgica basandose en analisis de curvas dosis-respuesta
(Dourson & Pournourmohammadi, 2014; Sanchez-Diez et al., 2025). En el area de oncologia, los
ensayos de viabilidad celular constituyen una herramienta fundamental para el desarrollo de terapias
eficaces, al permitir evaluar la respuesta de distintas lineas celulares de cancer frente a tratamientos.
En este contexto, el indice de concentracion inhibitoria (ICso) se ha empleado como referencia,
permitiendo comparar la proliferacion celular en presencia de compuestos especificos. Cuando se
representa la evolucion de la poblacion celular o la magnitud proporcional, como la absorbancia en
ensayo MTT, en funcién del tiempo, suele observarse un crecimiento de tipo exponencial. Esta
relacion se observa en una linea recta al graficarse en escala logaritmica, lo que permite aplicar
modelos de regresion lineal para estimar la tasa de crecimiento celular. Una pendiente positiva indica
un crecimiento en el numero de células viables, mientras que una pendiente negativa refleja un
crecimiento exponencial decreciente. Esta metodologia permite evaluar de forma precisa el efecto de
un agente con efecto anticancerigeno a través del analisis de las variaciones en la tasa de crecimiento

celular (Sanchez-Diez et al., 2025).
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3. JUSTIFICACION

El cancer de mama constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en mujeres a
nivel mundial, representando un grave problema de salud publica que exige la busqueda constante de
alternativas terapéuticas mas efectivas, seguras y accesibles. De acuerdo con la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), este tipo de cancer ocupa el primer lugar en incidencia entre las mujeres y se
asocia con una elevada tasa de mortalidad, especialmente en paises en vias de desarrollo, donde los
tratamientos son limitados. Los tratamientos convenciones, como la quimioterapia, radioterapia,
hormonoterapia, si bien han demostrado eficacia en la reduccion del crecimiento tumoral, suele estar
acompafiados de efectos secundarios severos, elevado toxicidad sistémica y en algunos casos,
resistencia celular, lo que impulsa la necesidad de explorar nuevas estrategias terapéuticas
complementarias o alternativas. La investigacion sobre compuestos bioactivos de origen natural ha
cobrado relevancia debido a su potencia terapéutico, entre ellos, los B-glucanos, polisacaridos
presentes en la cebada (Hordeum vulgare) y la avena (Avena sativa), que han demostrado poseer
diversas propiedades bioldgicas, incluyendo efectos inmunomoduladores, antioxidantes y
particularmente, actividad anticancerigena, evidenciada en diferentes tipos de cancer bajo
condiciones in vitro. No obstante, a pesar de los avances, la evidencia cientifica sobre la actividad
antitumoral especifica de los B-glucanos frente a células de cancer de mama, particularmente en lineas
celulares de tipo triple negativo como MDA-MB-231 (caracterizadas por su alta agresividad,
capacidad metastasica y resistencia a terapias), aun es limitada y requiere mayor exploracion
experimental. Asimismo, la optimizacion de métodos de extracciobn representa un aspecto

fundamental para maximizar la pureza, la integridad estructural y la bioactividad de estos compuestos.

Por lo tanto, el presente trabajo se justifica en la necesidad de profundizar en la evaluacion del
potencial anticancerigeno de los B-glucanos extraidos de cebada y avena mediante ultrasonido,
aplicados sobre la linea celular MDA-MB-231, con el proposito de aportar evidencia cientifica que
atribuya a la comprension de sus mecanismos de accion y a la eventual incorporacion de estos

compuestos como agentes alternativos contra el cancer de mama.

20



4. HIPOTESIS

Los B-glucanos de cebada (Hordeum vulgare) y avena (Avena sativa), extraidos mediante ultrasonido,
presentan efecto anticancerigeno, evidenciada por una inhibicion significativa de la viabilidad de la

linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 en un estudio in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Comparar el efecto anticancerigeno de B-glucanos extraidos de cebada (Hordeum vulgare) y avena

(Avena sativa) aplicados a células de cancer de mama MDA-MB-231 mediante un estudio in vitro.

5.2 Objetivos especificos

o Realizar el analisis quimico proximal del grano de cebada (Hordeum vulgare) y avena (Avena
sativa) para determinar la composicion de cada materia prima.

e Extraer los B-glucanos por medio de bafio ultrasénico en tiempos de 10, 20 y 30 min, y obtener
su rendimiento.

e Cuantificar el contenido de B-glucanos para determinar el porcentaje de pureza de las
extracciones mediante el kit de analisis de f-glucano “Megazyme”.

e Determinar la actividad inhibitoria de los B-glucanos en las células de cancer de mama en la
linea celular MDA-MB-231 mediante un estudio in vitro utilizando el ensayo MTT para

comparar el efecto anticancerigeno.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de la materia prima

Para el desarrollo de este proyecto se utilizo grano de cebada (Hordeum vulgare) adquirido de la
empacadora “Mi granero”, ubicada en San Pedro Cholula, Puebla con niimero de lote 190723 y el
grano de avena (4vena sativa) fue adquirido de manera comercial en el municipio de Cuautepec de

Hinojosa, Hidalgo.

6.2 Analisis quimico proximal de los granos de cebada y avena
Para el anélisis quimico proximal de los cereales se aplico la metodologia establecida por la
Asociation of Official Analytical Chemists (AOAC, 2015), en el que se determind humedad, cenizas,

grasa, fibra y proteina, y cada uno se realiz6 por triplicado.

6.2.1 Determinacion de humedad

Para la determinacion de humedad se aplicd el método 934.01 (AOAC, 2015). En una charola de
aluminio se pesaron 10 g de muestra utilizando una balanza analitica (Ohaus, AX423, E.U.A.) y se
colocaron en un horno de secado (Terlab, TE-FH45DM, México) a 110°C durante 4 h, hasta alcanzar
un peso constante. Posteriormente, las muestras se enfriaron en un desecador durante 15 min y se
registro su peso final en la balanza analitica (Ohaus, AX423, E.U.A.). El porcentaje de humedad se

calcul6 mediante la Ecuacion 1.

h—Ms

% humedad = “2— x 100 (Ecuacion 1)

Donde:
M;, = Peso de la charola de aluminio mas muestra himeda
M; = Peso de la charola de aluminio mas muestra seca

M = Peso de la muestra

6.2.2 Determinacién de cenizas
Para la determinacion de cenizas se aplico el método 942.05 (AOAC, 2015). En un crisol de porcelana
a peso constante se pesaron 5 g de muestra, mediante una balanza analitica (Ohaus, AX423, E.U.A.),

y se sometieron a fuego directo hasta carbonizarla y posteriormente se calciné en una mufla (Felisa,
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FE-361, México) a 550°C durante 4 h, al término de este tiempo se coloco en un desecador para su
enfriamiento y se registro el peso final en la balanza analitica (Ohaus, AX423, E.U.A.). Se calculo el

porcentaje de cenizas utilizando la Ecuacion 2.

c” PS

% cenizas = PT x 100 (Ecuacion 2)

Donde:
P. = Peso del crisol con muestra calcinada
P; = Peso del crisol sin muestra

P = Peso de la muestra

6.2.3 Determinacion de grasa

Para la determinacion de grasa se aplico el método 920.39 (AOAC, 2015). Se agregé la muestra
resultante de la determinacion de humedad en un cartucho de celulosa, como solvente organico se
agregaron 50 mL de éter de petrdleo y se colocd en un extractor Soxhlet (Biichi, E816-HE, Suiza). El
proceso se realizd durante 4 h, al término del tiempo se colocé el vaso en un desecador durante 30
min hasta disminuir la temperatura y se registrd su peso utilizando la balanza analitica (Ohaus,

AX423, E.U.A.). El porcentaje de grasa se calcul¢ utilizando la Ecuacion 3.
% grasa = % x 100 (Ecuacion 3)
Donde:
Vg = Peso del vaso con grasa
V = Peso del vaso solo

V = Peso de la muestra

6.2.4 Determinacion de fibra cruda

Para la determinacion de fibra cruda se aplico el método 962.09 (AOAC, 2015). La muestra que
resulté de la determinacidn de grasa se agregd en un vaso Berzelius, en el que se anadieron 200 mL
de H2SO4 al 0.255 N y se colocaron en un determinador de fibra (Labconco, LAC300001-00, E.U.A.)
en el que hirvié durante 30 min. Posteriormente se filtrd, se afiadid agua destilada para alcanzar un

pH neutro para volver a hervir por 30 min con 200 mL de NaOH al 0.313 N, nuevamente se filtr6é y
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se lavo con 25 mL de H2SO4 al 0.255 N, 150 mL de agua destilada y 25 mL de alcohol al 70°. El
residuo de la filtracion fue colocado en un crisol y se someti6 a secado en una estufa a 110°C durante
2 h, transcurrido este tiempo se calcind en una mufla a 550°C durante 30 min, al terminar se registro
el peso en la balanza analitica (Ohaus, AX423, E.U.A.). Se calcul6 el porcentaje de fibra utilizando

la Ecuacion 4.

S_CC

% fibra cruda = CT x 100 (Ecuacion 4)

Donde:
Cs = Peso del crisol con muestra seca
C. = Peso del crisol con muestra calcinada

C = Peso de la muestra

6.2.5 Determinacién de proteina cruda

Para la determinacion de proteina cruda se aplico el método 2001.11 (AOAC, 2015). Esta
determinacion se llevo a cabo en dos etapas, la digestion y la destilacion. En un tubo Kjeldahl se
agregaron 0.5 g de muestra, una pastilla digestora y 15 mL de H.SO4a 96% de pureza y se posiciono
en el digestor (Biichi, K-425/K/436, Suiza), hasta que la muestra adquiera un color marron.
Posteriormente, para la segunda fase, se afiadieron 20 mL de agua destilada y se ubicé en un destilador
(Biichi, K-355, Suiza), en el tubo terminal del equipo se coloco un matraz Erlenmeyer con 50 mL de
H3BOs3 2% y como indicador 3 gotas de rojo de metilo. Finalmente, la sustancia resultante del matraz
se procedio a titular con H>SO4 al 0.1 N. Se calculé el porcentaje de proteina utilizando la Ecuacion

5y6.

% Nitrégeno = w x 100

(Ecuacion 5)
Donde:

M = mL gastados de H,SO4al 0.1 N

N =meq del Nitrégeno

H = Normalidad del H,SOq4

P = Peso de la muestra
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% proteina = (% Nitrégeno) (Factor de conversion) (Ecuacion 6)
Donde:

Factor de conversion para cebada y avena = 5.83

6.3 Extraccion de B-glucanos de los granos de cebada y avena
La extraccion de B-glucanos se realiz6 mediante la metodologia de Morales et al., (2019) y Cao et
al., (2024) con modificaciones y se basa en tres fases generales, el pretratamiento, la extraccion y la

purificacion.

6.3.1 Pretratamiento del grano

Los granos de cebada y avena fueron sometidos a un proceso de molienda utilizando un procesador
de alimentos (Nutri Bullet, NB-201, E.U.A.) hasta obtener un polvo fino. Posteriormente, el material
molido fue tamizado empleando una malla nimero 80, con el objetivo de homogenizar el tamaiio de
particula. EI polvo resultante se suspendio en una solucion de etanol al 80% (v/v), utilizando una
relacion soluto solvente de 1:4. La mezcla se mantuvo a 70°C durante 2 h bajo agitacion constante a
200 rpm en una parrilla con agitacion (Thermo scientific, SP131325Q, E.U.A.). Este tratamiento tuvo
como finalidad remover componentes no deseados, tales como proteinas, grasas y pigmentos, como
se observa en el Figura 18. Una vez finalizado el proceso, la suspension fue sometida a filtracion,
recuperando el soluto, el cual se sec6 a 50°C en un horno de secado (Terlab, T-H-45DM, M¢éxico)
durante 12 h. Finalmente, el material seco fue remolido en el procesador de alimentos (Nutri Bullet,

NB-201, E.U.A.) para obtener nuevamente un polvo homogéneo.

Figura 18. Precipitacion del polvo de cebada después del pretratamiento con etanol, observando el sobrenadante con
pigmentos, grasa y proteinas. Fuente: Autoria propia
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6.3.2 Extraccion de B-glucanos
Para la extraccion de los f-glucanos se utilizé un bafio ultrasonico (Cole-Parmer, 08895-09, E.U.A.),
a una temperatura 30 + 1°C, como variables la relacion soluto-solvente de 1:10, en el cual se utilizd

como solvente agua destilada, y el tiempo de 10, 20 y 30 min, como se observa en la Figura 19.

s Cole-Parmer

Figura 19. Extraccion de B-glucanos por bafio ultrasonico. Fuente: Autoria propia

6.3.3 Purificacion de los B-glucanos

Los concentrados obtenidos fueron sometidos a centrifugacion a 5,000 rpm y 4°C durante 20 min,
empleando una centrifuga con refrigeracion (Sorvall, RC-5C+, E.U.A.), con el proposito de eliminar
el precipitado y conservar el sobrenadante. Posteriormente, el pH de la solucion se ajusté a 10.0
mediante la adicion de NaCOs al 20% (p/v), utilizando un potencidometro (Hanna instruments,
HI2210-01, Italia). La mezcla se mantuvo bajo agitacion constante de 200 rpm a 50°C durante 1 h en
una parrilla de agitacion y calentamiento (Cole-Parmer, 03407-31, E.U.A.). Durante este tratamiento
alcalino, se produjo una alteracion estructural del almidon, favoreciendo su eliminacion mediante la
centrifuga (Sorvall, RC-5C+, E.U.A.) bajo las mismas condiciones de velocidad y temperatura (5,000
rpm y 4°C durante 20 min). Una vez separadas las fracciones insolubles, el pH de la solucién se
redujo a 4.5 mediante la adicion de HCI al 2 M, con el fin de desnaturalizar las proteinas presentes.
Estas proteinas fueron separadas por la centrifugacion bajo las mismas condiciones previamente
descritas en una centrifuga (Sorvall, RC-5C+, E.U.A.). El sobrenadante resultante se enfri6 a 5°C
utilizando un refrigerador (Mabe, G11GX, México), y se le adiciond etanol al 90°C (v/v) en una
relacion 3:1, manteniendo la mezcla a 5°C durante 12 h para favorecer la precipitacion de -glucanos,
como se observa en la Figura 20. Finalmente, la mezcla fue centrifugada a 5,000 rpm y 4°C durante
20 min en una centrifuga con refrigeracion (Sorvall, RC-5C+, E.U.A.), para separar el precipitado.
El sobrenadante fue descartado y el precipitado recuperado se secd a 40°C durante 3 h en un horno
de secado (Terlab, T-H-45DM, México). Posteriormente se molié con un micro molino manual (Glas-

Col, 099C E2000, E.U.A.) hasta que se obtuvo un polvo fino, como se observa en la Figura 21.
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Figura 21: B-glucano de avena seco y molido. Fuente: Autoria propia

6.4 Rendimiento de extraccion y cuantificacion de B-glucanos de cebada y avena

Los rendimientos de extraccion de B-glucanos se calcularon con la Ecuacion 7:

Rendimiento de extraccion (%) = % x100 (Ecuacion 7)
p

Donde:
My, = Masa del B-glucano obtenido (g)

M}, = Masa del polvo de cebada o avena (g)
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Mientras que para la cuantificacion se utilizé un kit de ensayo B-D-glucano de enlace mixto de la
marca Megazyme International, con base a los métodos de AACC 32-23.01 y AOAC 995.16, como
se muestra en la Figura 22. El fundamento del método se muestra en la Figura 23, basandose en la
hidrolisis especifica del B-glucano de enlace mixto por accion de la enzima liquenasa, la cual actia
sobre los puntos de ruptura sefialados en la estructura del polisacérido, generando -gluco-
oligosacaridos. Posteriormente, estos son sometidos a una segunda hidrolisis catalizada por la -
glucosidasa, dando como producto final D-glucosa. La cuantificaciéon de la D-glucosa liberada se
realiza mediante una reaccion enzimatica acoplada utilizando el reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa
(GODOQP), el cual permite medir espectrofotométricamente la concentracion de glucosa producida.
Dado que la cantidad de D-glucosa generada es estequiométricamente equivalente al contenido de -

glucano presente en la muestra 23 (Megazyme, 2025).

Figura 22. Kit de ensayo de enlace mixto "Megazyme" para cuantificacion de B-glucanos de cebada y avena. Fuente: Autoria
propia

Liquenasa B—glucosidasa GODOP
‘oo . OH
3G-‘G—‘? O
— —G— —G—(Q)— HO
bt DT T H%/OH
1 ’G—‘Gﬂ-‘c-.l‘ G + G+ G
G?G D-Glucosa

Figura 23: Fundamento del proceso del kit de ensayo de enlace mixto "Megazyme". Fuente: Autoria propia

En primer lugar, se pesaron 50 mg del polvo de la extraccion obtenida en tubos de 17 mL de
capacidad, los cuales fueron pesados en una balanza analitica (Santorius, ED224S, Alemania)
procurando que el material quedara depositado completamente en el fondo. Las muestras se

humedecieron con 0.2 mL de etanol acuoso al 50% (v/v) con el fin de favorecer su dispersion
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homogénea. Seguidamente, se adicionaron 4.0 mL de una solucion tampén de fosfato de sodio al mM
y pH 6.5. El contenido fue mezclado cuidadosamente en un vortex (Scientific industries, G560,
E.U.A.). Una vez complementada esta etapa, los tubos se colocaron en bafio Maria a ebulliciéon en un
bafio Maria de recirculacion (Thermo scientific, 2864, E.U.A.), donde permanecieron durante 1 min.
Posteriormente, se agitd nuevamente con el vortex y se continu6 la incubacion a 100°C durante 2 min
adicionales, seguida de una agitacion para garantizar la completa dispersion del material. Concluido
este proceso, las muestras se incubaron a 50°C durante 5 min con el objetivo de equilibrar la
temperatura del sistema antes de la adicion de la enzima. A continuacidn, se incorporaron 0.2 mL de
una solucién enzimatica de liquenasa diluida, mezcldndose nuevamente en el vortex. Los tubos fueron
sellados con Parafilm y mantenidos a 50°C durante 1 h, con agitacién intermitente cada 15 a 20 min
para asegurar un contacto adecuado entre la enzima y el sustrato. Posteriormente, se afiadieron 100.0
mL de tampon de acetato de sodio a 200 mM y pH 4.0, y se mezclaron vigorosamente. Las muestras
se dejaron equilibrar a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugaron a 1000 g por 10 min
en una centrifuga (Sorvall, RC-5C+, E.U.A.). Del sobrenadante obtenido, se dispensaron
cuidadosamente alicuotas de 0.1 mL en el fondo de 3 tubos de ensayo con capacidad de 12 mL. A dos
de los tubos se le agreg6 0.1 mL de una solucion diluida de B-glucosidasa, mientras que el tercero
(considerado como blanco de reaccion) se le adiciono 0.1 mL de tampon de acetato a 50 mM y pH
4.0. Todos los tubos fueron incubados a 50°C durante 10 min. Finalizando el periodo de incubacion,
se afiadieron 3.0 mL de reactivo GODOP a cada tubo y se mantuvieron nuevamente a 50° durante 20
min adicionales. Finalmente, los tubos fueron retirados del baiio Maria y se midio6 la absorbancia de
cada muestra a una longitud de onda de 510 nm en un espectrofotometro (Shimadzu, UV-1280,
Japon), utilizando como referencia el blanco de reactivo. Se calcul6 el porcentaje de B-glucanos

utilizando la Ecuacion 8.

B — glucano (% E) = AAx % x0.9 (Ecuacion 8)
Donde:
AA = Absorbancia después de la reaccion con la B-glucosidasa menos el blanco de reaccion
F = Factor de conversion de los valores de absorbancia a pg de glucosa

W = Peso de la muestra (mg)

0.9 = Factor para convertir D-glucosa libre a D-glucosa anhidro (como sucede con el B-glucano)

30



6.5 Efecto anticancerigeno de los B-glucanos en la linea celular MDA-MB-231

6.5.1 Preparacion de medio de cultivo Leibovitz L-15

El medio Leibovitz L-15 (ATCC, E.U.A.) se utilizdo como fuente de nutrientes para favorecer el
crecimiento de las células, para su preparacion se complement6 con la adicion del 10% de suero
bovino fetal (Biowest, Francia) y el 1% de antibidtico (Sigma Aldrich, E.U.A.), posteriormente, se
esterilizo por medio de filtracion utilizando un filtro con una membrana de 0.22 micras de porosidad

(Sigma Aldrich, E.U.A.), como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Esquema que muestra el proceso de esterilizacion por filtracion del medio Leibovitz L-15. Fuente: Autoria propia

6.5.2 Cultivo celular

Las células de cancer de mama, linea celular MDA-MB-231 fueron proporcionadas por el Instituto
Nacional de Astrofisica, Optica y Electronica (INAOE). Estas se incubaron en frascos para cultivo
celular con 3 mL de medio Leibovitz L-15, manteniéndose a 37°C en una incubadora (Thermo
Scientific, MIDI 40 I, E.U.A.). hasta alcanzar una confluencia del 80% aproximadamente. Para el
conteo celular, se retir6 el medio L-15 y se adicion6 500 uL de tripsina (Gibco, E.U.A.) diluida a una
relacion 1:9, incubandose a 37°C durante 3 min para favorecer el desprendimiento de las células.
Transcurrido el tiempo, se agregd 1 mL de medio para neutralizar la accion de la tripsina. La
suspension resultante se transfirio a un vial y se centrifugd en una microcentrifuga (Labnet
International, C2400-T 24D, E.U.A.) a 1500 rpm durante 5 min. Posteriormente, se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en 1 mL de medio L-15 fresco. En un vial se tom6 una
alicuota de 10 pL de la suspension celular, se mezclo con 90 pL de azul de tripano (Meyer, México)
(solucion al 0.4%) y se realizo el recuento en una camara Neubauer (Isolab, Alemania). Cuando se

tuvo la cantidad de células se utilizo la Ecuacion 9:
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§lul 1 .,
CenlllLaS = (P)(Fy) (E) (1000) (Ecuacién 9)
Donde:

P = Promedio del nimero de células

Fq4 = Factor de dilucion

F, = Factor de volumen

Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos, depositando 100 pL en cada pozo que contenia
20,000 células aproximadamente, y se incubaron bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente en una incubadora (Thermo Scientific, MIDI 40 I, E.U.A.) durante 24 h para permitir

la proliferacion de las células. El proceso se observa en la Figura 25.

Crecimiento de células Conteo de células en el medio Transferencia de las células a la placa
. .
///{_/ ) Camara de
"\ Neubauer 100 pL
20,000
....... células
MDA-MB-231 — 24 horas

Figura 25. Proceso de crecimiento de la linea celular, conteo y sembrado a la placa de 96 pocillos. Fuente: Autoria propia

6.5.3 Preparacion de tratamiento de -glucanos

Transcurrido el periodo de incubacion, el medio de cultivo de cada pozo fue retirado y sustituido por
medio L-15 que contenia los diferentes tratamientos de B-glucanos. Se emplearon los extractos de -
glucanos a partir de grano de cebada y avena, asi como un -glucano comercial (marca Fluka con una
pureza >95%), Los tratamientos se prepararon en concentraciones de 0 (Control), 125, 250 y 500
ug/mL de medio L-15. Posteriormente se adicionaron 100 uL de cada tratamiento a cada pozo de la
placa, como se muestra en la Figura 26. Una vez diluidos los tratamientos, las células fueron
incubadas nuevamente a 37°C durante 24 h en una incubadora (Thermo Scientific, MIDI 40 I,

E.UA.).
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Aplicacion de 8-glucanos a las células

Cebada Avena B-glucanos

20 30 10 20 30

10
* 0 pg/mL (Control)
* 125 pg/mL - = g =i ". g
« 250 ug/mL : :

* 500 pg/mL

Comercial

\

Medio L-15

Figura 26. Tratamientos y dosis de B-glucanos aplicados en células MDA-MB-231. Fuente: Autoria propia

6.5.4 Viabilidad celular con ensayo MTT

La evaluacion de la viabilidad celular se llevd a cabo mediante el ensayo MTT (Metil Tiazolil
Tetrazolio) (Sigma Aldrich, E.U.A.), se basa en la conversion de tetrazolio, una sal de color amarillo,
en formazan que se presentd de color morado, esto es realizado por las células viables. Se retir6 el
medio L-15 de cada pozo y se agregd 100 pL de MTT en cada uno y se incub6 a 37°C durante 4 h en
una incubadora (Thermo Scientific, MIDI 40 I, E.U.A.), transcurrido este tiempo, se agregd 100 L.
de DMSO (Dimetil-sulfoxido) (Sigma Aldrich, E.U.A.) y se mantuvo en agitacion en un agitador de
microplacas (CScientific, CVP-9001, E.U.A.) durante 15 min para disolver los cristales de formazan,
como se muestra en la Figura 27. Por lo tanto, el grado de coloracién fue proporcional a la cantidad
de células viables presentes en la muestra y la placa fue leida por un lector de absorcion de

microplacas (Bio-Rad, E.U.A.) a una longitud de onda de 570 nm (Garcia-Contreras et al., 2019).

Figura 27. Cristales de formazan realizado por las células viables. Fuente: Autoria propia
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6.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en el rendimiento y la pureza de los B-glucanos de cebada y avena se evaluaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias se aplico una prueba Tukey.
Mientras que la viabilidad de la linea celular MDA-MB-231 tras la adiciéon de B-glucanos y las
diferencias entre tratamientos y el control se determinaron mediante una prueba Duncan, con un nivel
de significancia p<0.05. El analisis estadistico se realiz6 con el programa estadistico SPSS version

21, mientras que la representacion grafica de los resultados se elabor6 con SigmaPlot version 14.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Quimico proximal de los granos de cebada y avena

Los resultados del analisis quimico proximal de los granos de cebada y avena se presentan en la Tabla
7. En la cebada se obtuvo un 9.47% de contenido de humedad, valor cercano al reportado por Castillo-
Olvera et al., (2012), quienes caracterizaron granos de cebada de la variedad Esmeralda cultivado en
la zona del Altiplano de Hidalgo, con 9.83%. De acuerdo con la NMX-FF-043-SCFI-2003, (2003)
ambos resultados se encuentran por debajo de lo establecido como humedad méaxima entre 11.5 y
13.5%, es importante destacar que este componente representa un parametro critico, dado que un
contenido de 14% es considerado el limite méximo, superar este valor puede favorecer el desarrollo
de hongos filamentosos, los cuales deterioran tanto la estructura del grano como sus componentes
intracelulares, que pueden alterar la obtencién de B-glucanos, y a su vez son capaces de producir
micotoxinas que dafan la salud humana y animal (Marrez & Ayesh, 2022). Mientras que con la avena
se obtuvo una humedad de 11.50%, este dato fue comparado con Manolache et al., (2013), quienes
evaluaron seis variedades de avena y con los datos establecieron rangos de contenido para cada
componente, en el caso de la humedad, reportaron valores entre 10.39 y 11.10%, por lo que el valor
obtenido en el presente trabajo se encuentra ligeramente superior. Sin embargo, de acuerdo con
Koutimska et al., (2018) quienes también caracterizaron seis variedades de avena, reportaron un
contenido de humedad de 9.90% como valor minimo y 12.5% como maximo, ubicandose el valor
obtenido de la Tabla 7 dentro de este intervalo. No obstante, conforme a lo establecido por el Codex
Alimentarius CXS 201- 1995, (2019), el contenido maximo de humedad permitido para la
comercializacion del grano es de 14% m/m, por lo que el resultado obtenido atn se encuentra dentro

del limite normativo aceptado.

Respecto al contenido de fibra, la cebada present6 13.34%, dato similar a lo que reportaron Castillo-
Olvera ef al., (2012), quienes obtuvieron un 13.88%. Mientras que la avena fue de 5.21%, a pesar de
que es un valor inferior a lo reportado con el grano anterior, el valor se encuentra por encima del
rango de 1.9 a 4.36%, establecido por Manolache et al., (2013). Cabe mencionar que este componente
adquiere relevancia en el presente estudio, dado que los B-glucanos constituyen un tipo de fibra
soluble que al contacto con el agua forma geles viscosos, y en el organismo se le atribuyen efectos
beneficiosos como reduccion de niveles de colesterol y glicemia, efecto cicatrizante, antioxidante y

anticancerigeno, por mencionar algunos (Chiozzi et al., 2021).

En cuanto al contenido de grasa, la cebada presentd 1.73%, valor coincidente con el reportado por
Castillo-Olvera et al., (2012). Este bajo porcentaje refleja su alto contenido nutricional, dando lugar

a un bajo contenido de grasa, de los cuales predominan el acido linoleico (56%), palmitico (23%),
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oleico (13%) y linolénico (8%), almacenados en la aleurona y el embrion (Lukinac & Jukic, 2022).
En contraste, la avena es considerada uno de los granos con mayor cantidad lipidica, alcanzando
4.61%, dato que se encuentra dentro del intervalo entre 4.46 y 6.70%, sefialado por Manolache ef al.,
(2013). De acuerdo a su variedad, puede llegar a presentar hasta un 18%, siendo los principales adcidos
el oleico, palmitico y linoleico (Koufimska et al., 2018). El contenido proteico en el grano de cebada
fue de 9.75%, un dato inferior al reportado por Castillo-Olvera et al., (2012), quienes registraron un
13.16%. Sin embargo, estos resultados se encuentran dentro de lo establecido para este grano, que
puede llegar a poseer entre 7 a 25% determinado por el USDA (United States Department of
Agriculture) en un estudio realizado con mas de 10,000 genotipos de cebada (Swanston & Ellis,
2002). Entre las fracciones proteicas identificadas se encuentran las albuminas, las globulinas, las
prolaminas y las gluteninas (Lukinac & Juki¢, 2022). De igual manera que en el componente lipidico,
la avena posee mayor contenido de proteina obteniendo un 16.58%, posicionandose dentro del rango
de 14.31 a 21.31% reportado por Manolache et al., (2013), asimismo, el valor obtenido se encuentra

dentro del intervalo entre 13.9 y 18.4%, establecido por Koutimska et al., (2018).

El contenido de cenizas en la cebada fue de 1.68%, en contraste con lo reportado por Castillo-Olvera
et al., (2012) quienes obtuvieron un valor de 2.14%. Cabe sefalar que este componente puede variar
entre 2.0 y 3.0% (Lukinac & Juki¢, 2022). La diferencia observada del presente trabajo que se
encuentra fuera de dicho rango, puede atribuirse a la capacidad diferencial de absorciéon y
acumulacion de minerales de cada variedad, asi como los factores genéticos y ambientales que
influyen de manera determinante en la composicion nutricional de los granos (Wotango & Kanido,
2024). Por otro lado, con el grano de avena se obtuvo 1.95%, ubicdndose dentro de lo reportado por

Manolache et al., (2013) de 1.5 a 2.34%.

Tabla 7. Analisis quimico proximal de granos de cebada y avena

Componente Cebada (%0) Avena (%)
Humedad 9.47 £0.09 11.50 £ 0.15
Cenizas 1.68 £0.02 1.95+0.04
Grasa 1.73+£0.02 4.61+£0.23
Fibra 13.34 £ 0.05 5.21+0.18
Proteina 9.75+0.08 16.58 £ 0.35
Carbohidratos 64.03 60.15

Los valores se presentan como promedios + desviacion estandar, n=3
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7.2 Porcentaje de rendimiento y pureza de los B-glucanos de cebada y avena

Los porcentajes de rendimiento y pureza obtenidos en las extracciones de B-glucanos a partir de
granos de cebada y avena se observan en la Tabla 8. En relacion con el rendimiento, con las
extracciones a partir de la cebada, se obtuvieron valores de 3.81% a los 10 min, 4.35% a los 20 min
y 4.71% a los 30 min, observandose un incremento progresivo conforme aumento el tiempo de
extraccion. No obstante, de acuerdo al analisis estadistico, se identificaron diferencias significativas
unicamente en el primer intervalo (10 min) y el tercero (30 min). Al comparar estos resultados con
los de Liu et al., (2021), quienes emplearon granos de cebada sin cascara para la extraccion de f3-
glucanos, empleando ultrasonido con una amplitud del 50%, una relacion soluto (polvo del grano)-
solvente (agua) de 1:25 y un tiempo de 20 min, se observa que los autores reportaron un rendimiento
de 1.45%, valor considerablemente inferior al obtenido en el presente trabajo. De acuerdo a lo
sefialado por (Fu et al., 2019), diversas variables influyen de manera significativa en la eficiencia de
extraccion de B-glucanos, entre ellas la amplitud del ultrasonido, el tiempo de extraccion y la
proporcion de materia seca del cereal respeto al volumen del disolvente. Dado que en ambos estudios
se mantuvieron constantes con el tiempo y la relacion soluto-solvente, la diferencia en los
rendimientos puede atribuirse principalmente a la amplitud utilizada en el equipo. En cuanto al
rendimiento de los B-glucanos de avena, se obtuvieron valores de 2.84% a los 10 min, 3.21% a los 20
min y 3.75% a los 30 min. Estos resultados fueron inferiores a los observados en la cebada lo cual
puede atribuirse a la diferencia en el contenido natural de B-glucanos entre ambos cereales, en la
cebada puede variar entre 5 y 11%, mientras que en la avena oscila entre 4.5 y 5.5% (Bobade et al.,
2021). Al igual que en el caso de la cebada, se observo un incremento en el rendimiento conforme
aumentd el tiempo de extraccién, aunque solo se identificaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tiempos de 10 y 30 min. Al comparar estos resultados con los reportados por
Bieniek & Buksa, (2024), quienes llevaron a cabo la extraccion de B-glucanos de avena mediante tres
métodos consecutivos y en cada uno analizaron su rendimiento, la primera extraccion con agua a
temperatura ambiente, el cual no se reportd el porcentaje obtenido, en la segunda, fue mediante el
método de hidrdlisis enzimatica con liquenasa, en el cual obtuvieron 1.65% y en la tercera extraccion
con agua caliente a 95°C, reportaron 0.33%. Por lo que, ambos valores son inferiores a los alcanzados

mediante el método de ultrasonido en el presente trabajo, lo cual resalta la eficiencia de esta técnica.

Por otro lado, en cuanto al porcentaje de pureza de B-glucanos de cebada, se obtuvieron valores de
75.82%, 81.39% y 62.58%, para los tiempos de extraccion de 10, 20 y 30 min, respectivamente,
encontrando diferencias significativas entre los tres tratamientos evaluados. El incremento observado
a los 20 min en comparacion con los 10 min puede atribuirse al efecto de cavitacion inducido por el

ultrasonido, ya que una mayor duracion del tratamiento incrementa la energia transmitida,
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provocando una disrupcion mas intensa de las parades celulares en las capas de la aleurona y el
endospermo, donde se localizan los B-glucanos, lo que facilita su liberacion en el medio solvente. No
obstante, a los 30 min se observa una disminucion en la pureza, lo cual coincide con lo senalado por
(Hematian-Sourki ef al., 2017), quienes reportan que tiempos prolongados de sonicacion favorecen a
la liberacion de otros compuestos intracelulares (minerales y almidon), que afectan
considerablemente a la pureza del extracto. Al comparar estos resultados con los de Liu et al., (2021),
quienes obtuvieron una pureza del 84.91% en un tiempo de extraccion de 20 min, se observa que
dicho valor se encuentra ligeramente superior al obtenido en el presente estudio bajo condiciones
similares (81.39%). Esta diferencia podria atribuirse al proceso de purificacion aplicado por dichos
autores, quienes incluyeron una etapa adicional con enzimas especificas como la a-amilasa y la
tripsina, las cuales hidrolizan enlaces de almidon y proteinas, respectivamente, lo que favorece la
eliminacion de impurezas y asi mejorando la pureza final del extracto. En el caso de la avena, los
porcentajes de pureza obtenidos fueron de 80.74%, 83.16% y 66.20% para los tiempos de 10,20y 30
min, respectivamente. Se observaron diferencias significativas a los 30 min, donde se presentd una
disminuciéon en la pureza atribuida, al igual que en la cebada, a la liberacion de compuestos
intracelulares por efecto de una exposicion prolongada al ultrasonido. Al contrastar con lo reportado
por Bieniek & Buksa, (2024), quienes obtuvieron porcentajes de pureza de 73.3%, 72.3% y 75.8% en
cada una de sus etapas de extraccion, los valores obtenidos y mostrados en la Tabla 8 fueron
superiores en los tiempos de 10 y 20 min. Esta diferencia puede atribuirse al uso del ultrasonido como
método de extraccion, el cual ha demostrado mayor eficiencia y selectividad en la obtencion de [3-

glucanos (Alzorqi et al., 2017; Liu et al., 2021).

Tabla 8. Porcentaje del rendimiento y pureza de las extracciones de f-glucanos de cebada y avena

Tiempo (min)

10 20 30
Rendimiento 3.81%+0.212 4.35% + 0.09% 4.71% + 0.36°
Cebada
Pureza 75.82% + 1.82° 81.39% + 2.05°¢ 62.58% + 1.45°
Rendimiento 2.84% + 0.432 3.21% + 0.182® 3.75% + 0.27°
Avena
Pureza 80.74% + 1.84° 83.16% + 0.73° 66.20% + 1.29?

Los valores se presentan como promedios + desviacion estandar, n=3. Letras distintas dentro de la misma fila indica
diferencias significativas (p<0.05)
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7.3 Viabilidad de las células MDA-MB-231 con los B-glucanos de cebada y avena

El efecto de los extractos de f-glucanos de cebada, extraidos a diferentes tiempos (10, 20 y 30 min),
sobre la viabilidad de la linea celular MDA-MB-231 a distintas concentraciones (125, 250 y 500
pg/mL), y las diferencias significativas entre los tratamientos y el control son representadas mediante
letras (a-e) en la parte superior de las barras, como se muestra en la Figura 28. En el que el control
presentd diferencias estadisticamente significativas a todos los tratamientos (p<0.05). A una
concentracion de 125 pg/mL, los extractos presentaron una reduccion moderada en la viabilidad,
aunque con diferencias en funcion del tiempo de extraccion, es decir, los B-glucanos extraidos durante
20 min mostraron el efecto mas marcado, mientras que los de 30 min mantuvieron valores mas
cercanos al control. En la concentracion de 250 pg/mL se observo una disminucion significativa en
comparacion con el control, pero sin diferencias notorias entre algunos tratamientos. Por otro lado, la
concentracion 500 pg/mL resaltdé el mayor efecto anticancerigeno, particularmente en el extracto de
20 min que presento una viabilidad de 74.59% después de 24 h, siendo estadisticamente diferente del
resto de los tratamientos. Resaltando que la eficiencia bioldgica de los B-glucanos no solo depende
de la dosis, sino también del proceso de extraccion y destacando la importancia de optimizar las
condiciones para potenciar su efecto. Al comparar estos resultados con lo reportado por Lin et al.,
(2018) quienes aplicaron B-glucanos de cebada a células de cancer de colon (HCT-116) y de pulmon
(A549), en donde obtuvieron una viabilidad del 90 y 82%, respectivamente, a la misma dosis de 500
pug/mL, se observo que la viabilidad obtenida en el presente estudio fue inferior (74.59%), lo que
sugiere un mayor efecto citotoxico sobre la linea celular MDA-MB-231. Esta diferencia puede
atribuirse a que esta linea celular de cancer de mama triple negativa posee sensibilidad intrinseca, la
cual presenta un fenotipo altamente glucolitico y un metabolismo dependiente de la glucdlisis, con
baja capacidad de fosforilacion oxidativa (OxPhos), en comparacion con otras lineas celulares. Este
perfil muestra un elevado flujo glucolitico y una menor plasticidad bioenergética, lo que hace mas
vulnerable a la desregulacion del estado redox y a la interrupcion de rutas de supervivencia celular

(Lanning et al., 2017).
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Figura 28: Viabilidad celular de MDA-MB-231 con extracciones de 3-glucanos de cebada después de 24 h, n=4. Las barras
de error representan desviacion estandar, y las diferencias estadisticamente significativas (»p<0.05) entre el control y los
tratamientos se indican con diferentes letras (a-¢). Fuente: Autoria propia

El efecto de B-glucano comercial y de los extractos obtenidos de cebada sobre la viabilidad de la linea
celular MDA-MB-231, como se observa en la Figura 29. El control presento diferencias significativas
(»<0.05) con todos los tratamientos evaluados. El B-glucano comercial mostrdé el mayor efecto
citotoxico, con una reduccion uniforme y consistente de la viabilidad en todas las concentraciones
evaluadas (125, 250 y 500 pg/mL), mostrando ademas una clara tendencia dosis-respuesta. A medida
que la concentraciéon aumento, la viabilidad celular disminuy6 progresivamente, alcanzando un valor
minimo de 70.84% a 500 pg/mL. Este efecto puede atribuirse a la elevada pureza del B-glucano
comercial (=95%), ya que la pureza de los polisacéridos constituye un factor critico en su actividad
bioldgica. En este sentido, los B-glucanos altamente purificados presentan una mayor capacidad
antitumoral, debido a la menor interferencia de compuestos secundarios y a una interacciéon mas
especifica con receptores celulares (Geller et al., 2019). Entre los extractos naturales, el B-glucano
de cebada obtenido a 20 min y aplicado a 500 pg/mL mostré la mayor reduccion de viabilidad
(74.59%), se posiciono como el tratamiento mas efectivo después del tratamiento comercial, y a pesar

de presentar diferencias significativas con respecto al tratamiento con -glucano comercial, alcanzé
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un efecto comparable, lo que resalta su potencial como fuente natural de compuestos bioactivos con

actividad anticancerigena.
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Figura 29: Viabilidad celular de MDA-MB-231 con extracciones de 3-glucanos de cebada y B-glucano comercial después
de 24 h, n=4. Las barras de error representan desviacion estandar, y las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre el control y los tratamientos se indican con diferentes letras (a-h). Fuente: Autoria propia

Los efectos de los tratamientos con B-glucanos de avena sobre la linea celular MDA-MB-231 se
presentan en la Figura 30. Los resultados mostraron diferencias significativas (p<0.05) en
comparacion con el control. Entre los tratamientos, aunque las tres concentraciones generaron un
impacto en la viabilidad celular, las diferencias mas destacadas se establecieron entre los extractos a
500 pg/mL y los de menor concentracion 125 ug/mL, por lo que se observa relacion dosis-respuesta
en la actividad de los B-glucanos. La disminuciéon mas destacada de los B-glucanos de avena se
presento en la dosis de 500 pg/mL a un tiempo de extraccion de 20 min, la viabilidad descendi6 hasta
72.74%, un valor menor comparado con el obtenido con los B-glucanos de la cebada (74.59%),
mostrando mayor efecto citotoxico, lo cual no solo esta determinado por la concentracion, sino

también por la fuente que atribuyen a la bioactividad diferencial de los f-glucanos a la proporcion de
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enlaces -(1,3) y B-(1,4), y su conformacion de las cadenas polisacéridas, las cuales determinan su

interaccion con receptores celulares asociados a vias de apoptosis (Li ef al., 2021).

Estos datos se compararon con los de Parzonko et al., (2015), quienes utilizaron B-glucanos
provenientes de la misma fuente aplicados en células de melanoma (HTB-140) a una concentracion
de 200 pg/mL, reportando una viabilidad del 55%. Por su parte, Choromanska et al., (2018) aplicaron
B-glucanos en células de cancer de pulmén (H69AR) a la misma concentracion, obteniendo una
viabilidad del 69%. De manera similar Climova et al., (2021) evaluaron B-glucanos en células de
cancer de colon (HCT-116) con una dosis de 0.88 pg/mL, reportando una viabilidad del 76%. Aunque
los datos obtenidos en este estudio reflejan una viabilidad superior a algunos estudios previos, es
importante considerar que la linea celular MD-MB-231 pertenece al subtipo de cancer de mama triple
negativo. Este tipo de cancer se caracteriza por su agresividad y ser invasivo, ademas de carecer de
receptores de estrogeno, progesterona y de la proteina HER2. Esta ausencia podria interferir con las

funciones fisiologicas de los B-glucanos (Palmero-Picazo et al., 2021).
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Figura 30: Viabilidad celular de MDA-MB-231 con extracciones de B-glucanos de avena después de 24 h, n=4. Las barras
de error representan desviacion estandar, y las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el control y los
tratamientos se indican con diferentes letras (a-e). Fuente: Autoria propia
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Comparando el -glucano comercial y los B-glucanos extraidos de avena, se observaron diferencias
significativas respecto al control, como se observa en la Figura 31. Todos los tratamientos mostraron
diferencias significativas de la viabilidad con respecto al control. Cabe destacar que, aunque el efecto
de los B-glucanos de avena fue menos pronunciado y mostré mas variabilidad, no se observaron
diferencias significativas entre el B-glucano comercial a 500 ng/mL (70.84%), y el extracto de avena
obtenido a los 20 min y aplicados a la misma dosis (72.74%). Estos resultados sugieren que, bajo
condiciones de extracciones optimizadas, los B-glucanos extraidos de origen natural resalta el

potencial como alternativa para aplicaciones biomédicas.
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Figura 31: Viabilidad celular de MDA-MB-231 con extracciones de B-glucanos de avena y B-glucano comercial después de
24 h, n=4. Las barras de error representan desviacion estandar, y las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre el control y los tratamientos se indican con diferentes letras (a-f). Fuente: Autoria propia

7.4 Efecto de los B-glucanos de cebada y avena en la morfologia celular
El proceso desde el crecimiento de la linea celular MDA-MB-231, hasta la induccién de muerte
celular tras el tratamiento con B-glucanos de cebada y avena a una concentracion de 500 pg/mL,

(debido a que son los extractos con mayor pureza 76.0 y 74.58%, respectivamente) obtenidos
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mediante extraccion por 20 min, observados a través de un microscopio manual invertido (Leica,
DMI 3000 B, Alemania), como se muestran en la Figura 32. En el inciso (a) y (e), las células fueron
incubadas hasta alcanzar una confluencia del 80% y posteriormente cultivadas en una placa de 96
pocillos hasta obtener una confluencia cercana al 100% como se ilustra en el inciso (b) y (f), momento
en que aplicaron los B-glucanos de cebada y avena, respectivamente. En el inciso (¢) y (g) se identifica
contraccion celular, adquiriendo una morfologia circular, indicativa de estrés tras el contacto con los
extractos. En este cambio morfoldgico se asocia con los eventos caracteristicos de la apoptosis, como
la condensacion y marginacion de la cromatina, el rizado de la membrana plasmatica y la contraccion
celular (Van-Cruchten & Van-Den, 2002). Cabe destacar que, en el caso de la avena, la contraccion
celular fue mas evidente en comparacion con la de la cebada. Finalmente, en los incisos (d) y (h) se
observa que después de las 24 h de exposicion a los B-glucanos, las células ya no presentan una

membrana plasmatica definida y muestra fragmentos celulares propios de un proceso apoptotico.
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Figura 32: Imagenes de la linea celular MDA-MB-231 a través de microscopio con el objetivo 40x. (a, e) en frascos de
cultivo con una confluencia del 80%; (b, f) con una confluencia del 100% en placa de 96 pocillos; (c) aplicacion de f3-
glucanos de cebada a la linea celular; (g) aplicacion de B-glucanos de avena a la linea celular; (d, h) aplicacion de B-glucanos
a la linea celular después de las 24 h. Fuente: Autoria propia

7.5 Concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los B-glucanos en la linea celular MDA-MB-231

Con base a los resultados previamente expuestos, los B-glucanos comerciales y extraidos de granos

de cebada y avena aplicados a la linea celular MDA-MB-231 en concentraciones de 125, 250 y 500
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ug/mL, no alcanzaron un porcentaje de inhibicion superior al 50%. En consecuencia, no fue posible
realizar el andlisis de viabilidad celular mediante la curva dosis-respuesta, ya que dicho modelo
requiere al menos dos valores por arriba y dos por debajo del 50% de inhibicién para permitir una
interpolacion en el punto medio de manera estadisticamente solida. Por lo tanto, se recomienda que
se evaluen concentraciones superiores a 500 pug de B-glucanos/mL en esta linea celular, con el fin de

obtener datos que permitan una determinacion del efecto inhibitorio.
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8. CONCLUSIONES

El método de extraccion empleado mediante ultrasonido influyd de manera significativa en el
rendimiento y la pureza de los B-glucanos obtenidos a partir de cebada y avena. Se determino que el
tiempo de extraccion 6ptimo fue de 20 min en ambos granos, ya que permitié alcanzar un equilibrio
en ambas determinaciones. Sin embargo, se detectd que en tiempos de exposicion superiores a 20 min
provocaron una disminucion en la pureza, asociada a la liberacion de compuestos intracelulares. Estos
resultados subrayan la importancia del control del parametro de tiempo durante proceso de extraccion
asistida por ultrasonido, con el fin de preservar la integridad estructural y funcional de los f-glucanos,

garantizando asi su actividad bioldgica optima.

La concentracion de 500 pg de B-glucanos/mL fue la que mostré mayor efecto anticancerigeno tanto
en las extracciones como en el B-glucano comercial, sobre la linea celular MDA-MB-231,
correspondiente a un tipo de cancer de mama triple negativo, siendo relevante debido a que dicha
linea celular se caracteriza por alta agresividad, capacidad metastasica y resistencia a tratamientos
convencionales, debido a la ausencia de sus receptores. Los resultados sugieren que los B-glucanos
ejercen una accion citotoxica dosis-respuesta, relacionada con la modulacion de vias de sefializacion
intracelular y asi inducir a la apoptosis. Estos efectos evidencian el potencial terapéutico de los f-

glucanos como estrategias alternativas para este tipo de cancer.

Las fuentes naturales de B-glucanos de cebada y avena, demostraron poseer un potencial biologico al
inhibir un porcentaje considerable de células MDA-MB-231. Este resultado confirma que ambos
granos representan materias primas viables y sostenibles para la obtencion de compuestos con
actividad anticancerigena, contribuyendo asi a la busqueda de alternativas naturales para la

prevencion y tratamiento complementario del cancer de mama.
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