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Prefacio

Prefacio

Desde siempre se ha sabido que una adecuada alimentacion es muy importante para la salud
y el normal funcionamiento del cuerpo. Actualmente los enfoques nutricionales estan
comenzando a reflejar un cambio fundamental en nuestra comprension de la salud. A la hora
de hacer la compra de insumos alimentarios, la salud es uno de los principales motivos que
se tienen en cuenta por los miembros de las sociedades desarrolladas para la eleccion de los
alimentos.
A pesar de esto, muchos de los conceptos empleados en el campo de la nutricién no son del
todo claros ni para los profesionales ni para los consumidores. Tal es el caso de los
denominados “alimentos funcionales”, que prometen un beneficio a la salud mas alla del
beneficio nutricional. Estos beneficios a la salud que los hacen funcionales dependen en gran
medida en los “compuestos bioactivos” que tenga ese alimento funcional.
Pero, ¢qué es un compuesto bioactivo? Contestar a esta pregunta no es tarea facil. En la 232
Reunion del Consenso de Hohenheim en la Universidad de Hohenheim en Stuttgart. Se
reunieron cientificos que habian publicado y revisado articulos cientificos y regulatorios
sobre el tema, entre ellos investigadores basicos, toxicélogos, clinicos y nutricionistas y
después de un ardo trabajo y de manera consensuada dieron una definicion para compuesto
bioactivo:
Los compuestos bioactivos son componentes esenciales y no esenciales (por ejemplo,
vitaminas o polifenoles, prebidticos, probioticos, etc.) que se producen en la
naturaleza, son parte de la cadena alimentaria y pueden demostrar que tienen un
efecto sobre la salud humana
La dieta no s6lo proporciona nutrientes adecuados para satisfacer los requisitos metabdlicos,
sino que también puede contribuir a la mejora de la salud humana. En consecuencia, los
compuestos bioactivos que se cree que benefician a la salud humana necesitan ser
identificados y desarrollados para el mercado de alimentos para complementar una dieta
equilibrada. La evaluacion de la eficacia y seguridad de estos compuestos bioactivos
naturales representa un desafio para los cientificos.
Debido a esto, a lo largo de los capitulos del libro quisimos abordar esta tematica,

presentando avances cientificos relacionados a la evaluacion en la seguridad y actividad
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bioldgica de sustancias bioactivas y probioticos. También se abordaron temas de

Nanotecnologia.

Es importante destacar que muchos de los resultados presentados en este libro son trabajos

originales de los autores y otros mas son opiniones cientificas de expertos.

Dra. Zaira Yunuen Garcia Carvajal.
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1. EVALUACION DE SEGURIDAD Y
ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
SUSTANCIAS BIOACTIVAS.

Eduardo Padilla Camberos
Biotecnologia Médica y Farmacéutica, CIATEJ, A.C.

epadilla@ciate].mx

Introduccion

El uso de sustancias bioactivas obtenidas de productos naturales para el tratamiento de
diversas enfermedades se ha basado principalmente en el conocimiento empirico,
documentado por varias culturas a lo largo de la historia de la humanidad. En la actualidad,
ese conocimiento se ha tratado de retomar para otorgarle validez cientifica y poder asi llevar
este tipo de productos a su aplicacion en la prevencion o tratamiento de enfermedades. La
basqueda de sustancias bioactivas a partir de productos naturales para el tratamiento de
enfermedades donde no se ha logrado un tratamiento idoneo, es justificable, debido a que la
naturaleza ofrece una gran diversidad de estructuras quimicas con un posible efecto
bioldgico. Este potencial de actividad bioldgica en los productos naturales apenas comienza
a conocerse, de hecho, se estima que menos del 10% de la biodiversidad ha sido evaluada
para conocer su potencial actividad bioldgica (Dias et al., 2012).

Lo anterior hace necesario contar con métodos analiticos que demuestren que, el uso
de sustancias bioactivas sea seguro; es decir que no ocasionen efectos toxicologicos
indeseables, asi como demostrar que son eficaces para determinado padecimiento. Esto hace
que la evaluacion de seguridad y actividad biologica cobren vital importancia para lograr que
este tipo de sustancias puedan ser consideradas para su utilizacién clinica. Este punto ha sido

tomado por las regulaciones de varios paises para controlar su estudio y asegurar el bienestar

de la poblacion.
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Los métodos para evaluar la seguridad y actividad bioldgica (bioensayos) de las
sustancias pueden clasificarse en base a diferentes criterios:

a) por su efecto, se pueden realizar métodos de actividad antimicrobiana, antitumoral,
antiinflamatoria, hipocolesterolémica, etc.

b) por el tipo de organismo utilizado en la evaluacion, los bioensayos pueden utilizar
animales completos, o¢rganos aislados, organismos inferiores (insectos,
microorganismos, plantas), cultivos celulares y sistemas subcelulares aislados
COmMo enzimas y receptores.

c) por el nivel de complejidad del método, se pueden utilizar métodos in silico, in

vitro, modelos animales y estudios clinicos.

Métodos de evaluacion de seguridad de sustancias bioactivas.

Los principales métodos para evaluar la seguridad de sustancias bioactivas son los
estudios toxicoldgicos, entre los que podemos encontrar tanto estudios in vitro, como
estudios in vivo. Entre los estudios de seguridad in vitro podemos mencionar el ensayo de
letalidad en Artemia salina (Meyer et al., 1982), el cual se utiliza para evaluar posibles
efectos tdxicos, asi como actividad biologica. Citotoxicidad en lineas celulares,
genotoxicidad mediante ensayos con insectos como la Drosophila, microorganismos como

la prueba de Ames o componentes celulares como la prueba de induccién de micronucleos.

Respecto a los estudios in vivo es posible evaluar la toxicidad sistémica mediante la
prueba de toxicidad aguda en roedores, con esta prueba es posible determinar la dosis letal
media 0 DLso. Los estudios de irritacion dérmica e irritacion ocular son también estudios
agudos de una sola exposicién, comunmente utilizada en productos de aplicacion tépica o
que puedan dafar el ojo. Otros estudios en modelos animales son los estudios de toxicidad
en dosis repetidas con las cuales se evaltan los efectos de la exposicidn por periodos desde

28 dias a 24 meses.

Existen también los estudios de toxicidad 6rgano-especifica, como los estudios de

inmunotoxicidad, cardiotoxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, etc. Asimismo, los
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efectos en la reproduccion y desarrollo embrionario pueden también evaluarse en modelos
animales. Los estudios de sensibilizacion se utilizan para identificar el potencial alergénico
de las sustancias (Parasuraman, 2011).

Toxicologia de nanoparticulas.

Debido a que la exposicion a las nanoparticulas es cada vez mas frecuente ya que las
podemos encontrar en nuestra vida cotidiana en cosméticos, empaques de alimentos,
farmacos, entre otros, es necesario evaluar su potencial efecto toxicol6gico, ya que cada vez
hay mayores evidencias de sus efectos adversos en pulmones, rifion, higado, sistema nervioso
y alergias, entre otros. En las nanoparticulas, las propiedades fisicoquimicas como tamafio,
area superficial, rugosidad y aglomeracion son determinantes en su grado de toxicidad (Gatoo
etal., 2014).

Ademas de la caracterizacion fisicoquimica, se requiere el analisis toxicoldgico de las
nanoparticulas mediante pruebas de internalizacién y biodistribucion mediante ensayos in
vitro con lineas celulares, potencial hemolitico y agregacién plaquetaria para evaluar posibles
efectos anticoagulantes y trombogénicos. La prueba de activacion del sistema de
complemento, asi como la proliferacion linfocitaria y el ensayo de fagocitosis permiten

evaluar danos en el sistema inmune.

Los posibles dafios al material genético pueden evaluarse mediante el ensayo cometa o
la prueba de micronucleos. La citotoxicidad mediante necrosis o apoptosis es una de las
pruebas mas utilizadas para evaluar las nanoparticulas, asi como la capacidad de generar
especies reactivas de oxigeno en hepatocitos de ratdn. El potencial neuroinflamatorio de las
nanoparticulas se debe evaluar en células cerebrales (Love et al., 2012; Kardos et al., 2015).
Los métodos de toxicidad in vivo mencionados previamente pueden ser utilizados para

evaluar nanoparticulas.

Meétodos de actividad biologica de las sustancias bioactivas

Los métodos de evaluacion de actividad biologica de las sustancias bioactivas tratan

de representar una condicion fisioldgica especifica donde puede observarse un efecto. Por lo
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general, se utilizan varios métodos para evaluar un efecto biologico, de tal manera que se
pueda generar informacion cerca de la dosis o concentracion efectiva y del posible

mecanismo de accion.

La mayoria de los padecimientos tienen representacion mediante un modelo experimental in

vitro o in vivo. A continuacion, se enlistan algunos de los métodos mas utilizados.

1. Actividad antimicrobiana.

Los métodos mas utilizados son el método de difusidn en agar con el cual se observan zonas
o0 halos de inhibicién producidos por el efecto microbicida de las sustancias y el método de
dilucion agar o medio liquido donde puede determinarse el efecto bacteriostatico y
determinar la concentracion minima inhibitoria. Estos métodos se utilizan también para

evaluar actividad fungicida (Atta-ur-Rahman et al., 2001).

2. Actividad citotoxica y antitumoral.

Se utilizan lineas celulares provenientes de diferentes tumores de mamiferos donde se
determina el efecto antiproliferativo de las sustancias, ya sea mediante conteo directo de
celulas o a través de la inhibicion de funcion metabdlica celular. La actividad antitumoral se
realiza en animales a los que se les induce el desarrollo de tumores y se evalla el tiempo de
sobrevida o la disminucion de masa tumoral (Padilla-Camberos et al., 2010).

3. Actividad antiinflamatoria.

Se induce un edema en la planta de la pata del roedor y se mide la inflamacion mediante un
pletismémetro. In vitro puede medirse la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2),
la cual esté involucrada en el proceso inflamatorio (Chen et al., 2008).

4. Actividad antidiabética.

En roedores o conejos se administran sustancias a determinadas dosis como el aloxano y la
estreptomicina que dafian el pancreas, con lo cual se ocasiona un padecimiento similar a la
Diabetes mellitus tipo 2. Para determinar un posible mecanismo de accion existen ensayos
que evaluan la inhibicion de enzimas como a-amilasa y a-glucosidasa (Padilla-Camberos et
al., 2014).

5. Actividad hipocolesterolémica.

El modelo utilizado generalmente es inducido mediante dieta alta en grasas con el fin de

incrementar los niveles de lipidos (Zhong et al., 2007).
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6. Actividad analgésica.
Este método se basa en la colocacion del roedor sobre una placa caliente y se mide el tiempo
de respuesta del roedor al lamer su pata o tratar de retirarla de la superficie (De Souza, 2011).

7. Actividad gastroprotectiva.
La induccion del dafio gastrico o ulcerativo se realiza en roedores mediante la administracion
de sustancias quimicas como alcoholes y se evalta la disminucion de lesiones mediante

técnicas de microscopia (Rozza et al., 2013).

8. Actividad inmunomoduladora.

El método se basa en la medicion de la estimulacion de componentes del sistema inmune
celular como macrofagos, granulocitos, algunos linfocitos T y la activacion del sistema del
complemento, asi como la produccién de anticuerpos humorales. Por lo general se utilizan
animales con alguna enfermedad infecciosa o con algun tipo de tumor, donde se presenta

deprimido el sistema inmune (Makare et al., 2001).
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Introduccion

Industrias como la biomedicina, alimenticia, agricola y electroquimica usan
nanoparticulas para el desarrollo de nuevos productos. Con respecto a la biomedicina, el uso
de nanoparticulas se ha enfocado a las areas de diagnostico, pronostico y tratamiento de
diversas de enfermedades, principalmente infecciosas y céncer. La nanotecnologia
farmacéutica, utiliza nanoparticulas como: polimeros, liposomas, nanotubos de carbon y
dendrimeros para mejorar la liberacion del farmaco y su biodisponibilidad. En la actualidad,
varias nanoformulaciones ya se encuentran en el mercado. No obstante, no se cuenta con una
regulacion internacional sobre la produccion de nanoparticulas, por lo que es necesario que
los sistemas gubernamentales e industrias, normalicen ensayos para determinar la seguridad,
toxicidad y dafio ambiental de los productos.®® Estudios han demostrado que algunas
nanoparticulas pueden llegar a generar un riesgo para la salud, por lo que se ha limitado su
uso terapéutico. Se requiere, conocer los efectos toxicos y terapeuticos de las nanoparticulas
por medio de los ensayos in vitro. Debido a que estos estudios, permiten caracterizar las

particulas de manera rapida, econdémica y sencilla.
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Nanoparticulas
La nanotecnologia implica la exploracion de la materia a nivel atbmico y molecular.
Este campo emergente de la ciencia, se encarga de la fabricacion, caracterizacion y aplicacion
de sustancias en dimensiones de escala nanomeétrica (1-500 nm). El desarrollo de productos
a este nivel, permite modificar y controlar las propiedades y funciones de la materia, ademas
del desarrollo de productos.*
Estas nanoparticulas se encuentran clasificadas en tres tipos, cada una de ellas con diferentes
propiedades:
1.-Nanoparticulas de una dimension: EIl sistema unidimensional corresponde a
peliculas delgadas en monocapa, que se utilizan en tecnologia, sensores quimicos y
bioldgicos, sistemas de almacenamiento de informacidn, dispositivos magneto-opticos
y sistemas de fibra optica.
2.- Nanoparticulas de dos dimensiones: Nanotubos de carbono
3.-Nanoparticulas tridimensionales: liposomas, dendrimeros, micelas, particulas de
oro. Son las méas empleadas como sistemas de entrega.?
Es importante resaltar que la estructura quimica determina las propiedades y funcion de las
nanoparticulas. Por ejemplo, su tasa de degradacion y liberacién de compuestos quimicos.
Las nanoparticulas se encuentran compuestas de diversos materiales, como: grasas
(fosfolipidos, acidos grasos), proteinas (gelatina, aloumina) y polimeros, ya sea naturales
(dextrano, quitosano), semi-sintéticos (derivados de celulosa) o sintéticos poli-acrilatos, poli-

anhidridos, poli-acrilamida y poli-ésteres.'*

La estructura fisica de las nanoparticulas las hace altamente reactivas. Por lo que pueden
interaccionar con una molécula (Ejemplo: principio activo) por medio de dos mecanismos:
1) Como sefializadores superficiales o nanoesferas, donde el componente se encuentra
disperso en la superficie 0 matriz polimérica, y 2) Como acarreadores 0 nanocéapsulas, que
son sistemas de tipo reservorio, donde el componente se encuentra en la cavidad central,
cubierta por una membrana polimérica que controla la cinética de liberacion (Fig. 1).%° La
selecciéon de la nanoparticula, dependerd de las necesidades de uso, de las propiedades

fisicoquimicas del polimero y de las caracteristicas de la molécula empleada.
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Fig. 1. Estructura fisica de las nanoparticulas y su interaccion con el principio activo.

Usos de las nanoparticulas en biomedicina

En los ultimos afios la nanotecnologia ha mostrado logros significativos en diversas

disciplinas como la electrénica, quimica de materiales y area medica. Considerando esta

ultima, la nanotecnologia ha permitido mejorar los productos farmacéuticos, el desarrollo de

los sistemas de administracion de farmacos, las imagenes médicas, diagndstico, terapia del

cancer y medicina regenerativa °.

Son multiples las propiedades y ventajas que tienen las nanoparticulas que se utilizan en la

industria farmacéutica.l* A continuacion se enumeran las mas importantes:

1.- Permiten liberar el farmaco en un sitio especifico.

2.- Incrementan la biodisponibilidad de un farmaco en sangre y por lo tanto su eficacia

terapéutica.

3.- Pueden ser administradas por varias vias, incluyendo oral, nasal, parenteral e

intramuscular.

4.- Debido a su tamafio pueden atravesar barreras fisioldgicas y entrar facilmente en

vasos sanguineos, epitelio de estomago y barrera hematoencefalica.

5.- Reducen toxicidad de los farmacos convencionales y mejoran su distribucion.

6.- Sirven para el diagnéstico de enfermedades.
7.- Se presenta mayor estabilidad de los componentes.

8.- Ayudan a disminuir efectos toxicos no deseados.

Los farmacos de uso convencional, presentan una biodistribucion deficiente, eficacia

limitada, efectos secundarios y falta de selectividad. Es por ello, que las nanoformulaciones
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ofrecen un potencial novedoso en la industria farmacéutica. Por sus caracteristicas, las
nanoparticulas presentan mayor solubilidad, estabilidad y permeabilidad, en comparacion
con farmacos convencionales, dando como resultado una biodisponibilidad y una eficacia

mejoradas.®

En los dltimos afios se han desarrollado formulaciones con tamafios entre 10-100nm. Al
momento de disefiar un nuevo nanofarmaco se debe asegurar que este facilite el transporte
del compuesto activo y llegue hasta al sitio de accion, asi como también lo debe proteger de
cambios en el pH, enzimas y degradacion bioquimica ** En una formulacién, podemos
encontrar que los nanomateriales pueden fungir como principio activo (Ejemplo.
nanocristales); como excipientes (Ejemplo. complejos farmaco-nanoesfera) y, como vehiculo
0 acarreadores de farmaco (Ejemplo. liposomas). De todas las nanoparticulas, los liposomas
son los mas empleados en productos farmacéuticos, seguidos por los nanocristales,
emulsiones y polimeros (Fig. 2)8 Sin embargo, cada dia se crean e investigan nuevas
formulaciones, utilizando una amplia variedad de nanoparticulas como: los dendrimeros,
nanocapsulas, nanoemulsiones, particulas de oro, nanotubos, polimeros biodegradables, etc.
(Fig. 3).3

M Liposoma B Nanocapsula B Emulsion Polimero
u Micela o Polimero-Farmaco m Dendrimero W NP polimérica
W Nanotubo H Otros

Fig. 2. Distribucién del uso de nanomateriales en los productos farmacéuticos de 1973 a
2015. Desglose de los tipos de nanomateriales utilizados en los productos farmacéuticos.
Editado de Chen et al., 2017
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b) Liposoma

d) Micela e) Nanocapsula f) Polimeros

Fig. 3 Diferentes tipos de nanoparticulas comunmente utilizadas para aplicaciones
biomédicas. Modificada de Mc Carthy et al., 2015 2

1. Liposomas

Los liposomas fueron las primeras nano plataformas desarrolladas, estdn compuestos
principalmente por fosfolipidos y moléculas anfifilicas, las cuales en un ambiente acuoso
forman dos capas lipidicas, las cadenas hidrofobicas de cada capa quedan una frente a la otra,
formando un compartimento lipofilico que acttia como barrera permeable®.

El uso clinico de los liposomas abarca el transporte de agentes anti-infecciosos, ADN,
oligonucledtidos, ribosomas, entre otros®. Actualmente, existen en el mercado productos

farmacéuticos que emplean liposomas y muchos mas en proceso de investigacion.

2. Nanocapsulas

Las nanocépsulas poliméricas consisten en estructuras coloidales en las cuales, dependiendo
del método de preparacion, el compuesto activo puede ser disuelto, atrapado, encapsulado o
unido a la misma matriz de la nanocapsula. Los materiales poliméricos que se suelen utilizar,
independientemente de que sean sintéticos o de fuentes naturales, deben presentar ciertas
propiedades como biocompatibilidad, ser biodegradables, modificables de superficie y
funcionales. Una de las ventajas de este tipo de sistemas poliméricos es que mejora el

comportamiento farmacocinético del compuesto activo que se desea liberar.?
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3. Nanotubos

Por otra parte, los nanotubos son estructuras en forma de cilindros conformada por atomos,
por lo general de carbono. Las principales aplicaciones de los nanotubos de carbono en el
area farmacéutica y de medicina incluyen: la liberacion de farmacos, biomoléculas y genes
en las células o en dérganos, asi mismo puede ser utilizado para la regeneracion de tejidos o
como sistemas de diagndstico®®. Para la liberacion de compuestos activos, estos se unen a la
superficie de los nanotubos o dentro de la estructura, el conjugado se introduce al cuerpo ya
sea por via oral o intravenosa y, por medio de un magneto externo, es guiado al 6rgano donde

se desea que se libere el compuesto.’

4. Dendrimeros

Otro tipo de nanoformulacién puede presentarse como dendrimero, los cuales consisten en
polimeros sintéticos hiperamificados que rodean un ndcleo bien definido. Los dendrimeros
imitan las propiedades de las micelas, liposomas y algunas biomoléculas. Tienen la capacidad
de acarrear distintos compuestos activos con conjugaciones covalentes o mediante
encapsulamiento en el nicleo. Se usan como portadores de farmacos e inmundgenos.?” A
pesar de que los dendrimeros tienen un gran potencial como transportadores de compuestos
a sitios especificos, es necesario mejorar los aspectos de biocompatibilidad y

biodistribucion.28y 2

5. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones, son los sistemas mas eficientes en la liberacién de compuestos activos,
en comparacion con otros sistemas de liberacion transdérmicos. Son dispersiones de dos
liquidos no miscibles, estabilizados mediante un surfactante, con tamafios de particula ente
los 10 -100 nm. Dentro de las aplicaciones de las nanoemulsiones en el &mbito de farmacia,
se encuentra la liberacién de proteinas recombinantes 0 microorganismos inactivados en la
mucosa para producir una respuesta inmune, asi como también para mejorar la solubilidad
de compuesto lipofilicos, que forman parte de productos farmacéuticos contra distintas
enfermedades (Fig. 3).
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Nanoemulsiones con tamafios entre los 200-600 nm han demostrado tener efectos
antimicrobianos contra patdgenos responsables de diversas infecciones. En algunas
ocasiones, dichas nanoemulsiones pueden utilizar aceites esenciales con propiedades
antimicrobianas, generando efectos mas potentes, incluso mejor que algunos
antibioticos/antifiingicos con los que se pueden llegar a generar resistencia.®? Algunas de
ellas presentan efectos terapéuticos antiflingicos, anticarcinogénicos, antiinflamatorios, etc.?
Ejemplos de nanoformulaciones que se encuentran disponibles en el mercado se muestran en
la tabla 1.

Tabla 1. Nanoformulaciones que se encuentran en el mercado.

Nanoformulacion Nombre del Compuesto activo Indicaciones
producto
AmBisome Anfotericina B Infecciones
Liposoma Epaxal Virus  hepatitis A fungicas
Evacet inactivo Hepatitis A
Doxorubicin Tumores solidos
Nanoemulsién Diprivan Propofol Anestésico
Limethason Dexametasona Antiinflamatorio
Ropion Fulbiprofen axetil Dolor agudo

Dendrimeros

VivaGel SPL7013 Infeccidn
HSV, HIV
Nanocéapsula Abraxane Paclitaxel Céncer de mama
liméri . .
polimerica Ritalin LA Clorhidrato de Desorden
metilfenidato hiperactividad

A pesar de las ventajas de solubilidad y biodisponibilidad en el uso de nanoparticulas, se ha
observado que sus propiedades farmacocinéticas a menudo difieren de su composicion

convencional. EI cambio en el tamafio de particula, la carga, y las caracteristicas
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superficiales, modifican su eficacia y seguridad (tabla 2). Estas propiedades pueden
desencadenar una respuesta inmune, o favorecer la eliminacion de la particula. Por lo tanto,
las investigaciones que involucran nanotecnologia se deben enfocar a evaluar la
incorporacion y liberacién de principios activos, caracterizar la particula, conocer la
estabilidad de la formulacion y su vida media, evaluar su biocompatibilidad, biodistribucion,

blanco farmacoldgico y su toxicidad 2.

Ventajas Limitaciones
e EIl farmaco puede ser liberado en e Presentan dificultades en su
distintas partes del cuerpo manejo, almacenamiento y
dependiendo del tamafio de particula administracion ya que son
e Mejora la solubilidad en agua de susceptibles a la agregacion

ciertos farmacos

e Pueden ser direccionados e Riesgo de que penetren zonas
e Mejoran la distribucion del farmaco donde pudiera haber consecuencias
e Pueden penetrar facilmente a dafiinas

diferentes tipos de tejidos (tumores)

Tabla 2. Ventajas y limitaciones de las nanoformulaciones. 18

Efectos vs seguridad de las nanoparticulas en sistemas bioldgicos

Cada uno de los diferentes tipos de nanoparticulas presenta caracteristicas fisicas y quimicas
que se relacionan directamente con su eficacia y funcion. Es necesario conocer a detalle las
propiedades de cada una para determinar su uso en el mercado. Los principales aspectos a
estudiar en las nanoparticulas deben incluir: 1) estructura y morfologia, 2) composicion
quimica, 3) superficie, 4) tamafio de particula, 5) distribucién de tamario, 6) carga superficial

y 7) coeficiente de distribucion (Fig. 4)*°.
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Fig. 4 Principales propiedades de la nanoparticula y sus efectos. Editado de Dobrovolskaia,
etal., 2007 &

Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, se han asociado a su seguridad y efecto
en los sistemas bioldgicos .*° En el caso de los mecanismos fisicos, el tamafio de las NPs es
comparable con las proteinas y, por lo tanto, ingresan al sistema bioldgico con gran facilidad.
Dicha capacidad puede inducir efectos citotoxicos, genotoxicos o neurotoxicidad®. Un
ejemplo de ello, es que las particulas de oro de 1,4 nm inhiben el crecimiento de fibroblastos,
células epiteliales, macréfagos y células de melanoma, pero no asi las particulas de 15 nm.
Las nanoparticulas, han demostrado capacidad para inducir la ruptura de la membrana
celular, ya sea por la formacion de agujeros o por erosion de la misma.® También pueden
provocar alteraciones en la actividad de la membrana, regular las vias de sefializacion
intracelular, interrumpir el citoesqueleto y formar agregados de proteinas intranucleares®®
(Fig. 5).

Se ha descubierto que algunas propiedades fisicoquimicas generan toxicidad, ya que
promueven la generacion de especies reactivas de oxigeno y la formacion de radicales libres,
es0 a su vez incrementa el estres oxidativo que desencadena el proceso de inflamacion, altera
el ciclo celular y provoca dafio en el acido desoxirribonucleico.® En el caso de mecanismos
quimicos, las nanoparticulas tienen un area superficial para someterse a reacciones,

manifestando asi una mayor reactividad quimica en comparacion con la misma masa de

materiales convencionales.
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Fig. 5 Efecto de las nanoparticulas en el cuerpo humano. Editado de Dobrovolskaia et al.,
2007°

Los ejemplos anteriores demuestran que las propiedades de los farmacos a nanoescala,
podrian afectar fuertemente su eficacia, seguridad y propiedades farmacocinéticas. Por lo
anterior, es muy importante contar con una guia reguladora, que permita normalizar las fases

de desarrollo de las nanomedicinas.3®

Regulacion del uso de nanoparticulas.
La principal limitacion en el area de implementacion y comercializacion de productos
nanotecnoldgicos, es la ausencia de regulacion sobre los efectos potenciales y adversos, que

se generen al exponerse a estos productos.

A nivel mundial, el empleo de nanomateriales, principalmente en el area médica, ha
incrementado la necesidad de establecer protocolos que contemplen la caracterizacion fisica,
bioldgica y quimica de las nanoparticulas. Hasta el momento, no existe una normativa ni
legislacion internacional especifica para la nanomedicina, por lo que aln no se cuenta con

estandares comparativos durante las diferentes etapas del desarrollo. Sin embargo, varias
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agencias gubernamentales y empresas, han logrado establecer normativas Utiles para la

seguridad en el uso y creacion de nanoparticulas.

La administracion de drogas y alimentos (FDA) de los Estados Unidos, generd una guia en
la cual se especifican los analisis quimicos, los procesos de fabricacion, ensayos de
farmacocinética y biodisponibilidad, que se deben realizar a las nanoparticulas,
principalmente en liposomas. En este documento se determin6 que las NP tienen propiedades
fisicas, quimicas y biologicas diferentes a las mostradas por sus contrapartes de mayor
tamafo; y que estas diferencias incluyen alteraciones en las propiedades magnéticas,
eléctricas y Opticas, una mayor integridad estructural o alteraciones en sus propiedades
quimicas y de actividad bioldgica.'® Por otro lado, las nanoparticulas como los dendrimeros,
micelas, nanoemulsiones, nanocristales y coloides metalicos, continGan sin una orientacion
reglamentaria apropiada que ayude a su desarrollo. Para realizar el estudio de las NPs, la
FDA estipul6 que un producto sera regulado bajo los términos de nanoparticula si cumple
con los siguientes dos apartados: 1) El producto disefiado debe tener al menos una de sus
dimensiones en el rango de nanoescala (1-100 nm) y (2) EIl material o producto final presenta
propiedades quimicas o efectos bioldgicos atribuibles a su dimension, e incluso si estas
dimensiones caen fuera del rango de nanoescala, hasta 1 pm (1000 nm).1® Ademas, determina
que los productos farmacéuticos que contienen nanomateriales deben cumplir los mismos
estandares de calidad, seguridad y eficacia que los productos farmacéuticos que no contienen
nanomateriales. Actualmente, la FDA continla estudiando las propiedades de los
nanomateriales y su efecto en los controles, estandares, y especificaciones en la manufactura

de estos productos.

Por otro lado, el 2013, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) implement6 cuatro
proyectos para documentar y generar informacién, que permita la obtencidn detallada de
propiedades fisicoquimicas para los productos como micelas y liposomas. Ademas, la
Comision Europea, gener6 un plan de farmacovigilancia, donde determiné el seguimiento de
todo material cuyas longitudes abarquen un tamafio de 1-100 nm. En abril de 2013, la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémicos (OCDE) sobre

Nanotecnologia (WPN) inici0 un proyecto denominado Marco Regulatorio para la
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Nanotecnologia en Alimentos y Productos Médicos. Este proyecto proporciond una vision
general de algunos de los marcos regulatorios aplicables a los alimentos y productos médicos,

que contengan o utilicen nanomateriales.

En el contexto latinoamericano, México ocupa el segundo lugar después de Brasil, en el
desarrollo de las nanotecnologias.!* Debido a esto, se ha incorporado a las iniciativas
internacionales concernientes a la seguridad sobre el uso de nanoparticulas. México creo el
Consejo de Alto Nivel para la Cooperacion Regulatoria en el que, junto a Estados Unidos,
tiene la finalidad de desarrollar guias para establecer normas relacionadas al uso de NPs.
Posteriormente, se cre6 el Comité Técnico Nacional de Normalizacion de las
Nanotecnologias (CTNNN), en el cual participan organizaciones del sector industrial, salud,
académico y gobiernos entre otras, con el proposito de iniciar la generacion de normas que
contemplen estrategias de regulacién en la produccién y uso de nanomateriales en el pais.
Recientemente en México, se crearon dos proyectos con estandares internacionales, donde
se hace referencia a la actividad bioldgica y el riesgo, relacionados con la exposicion a las
nanoparticulas. Con estas normas se da comienzo a la regulacion del uso de nanoparticulas

en el area biomédica del pais.®’

Ensayos prebiologicos para el uso de las NPs

Historicamente los ensayos in vitro han sido utilizados como una herramienta util que nos
proporciona informacion sobre el comportamiento de diversas moléculas o sustancias,
principalmente en cuanto a su eficacia, su eficiencia y su seguridad.

Como pruebas de su uso, se sabe que los ensayos in vitro, son la base para estudiar la
funcionalidad y viabilidad ante diferentes agentes xenobioticos. Entre los sistemas
mayormente estudiados se encuentran: células, tejidos, érganos, bacterias, microalgas u
hongos, fracciones subcelulares entre otras diversas muestras biolégicas o inclusive
materiales no biolégicos.?®

Los ensayos in vitro también pueden ser Utiles para evaluar rutas mecanicas especificas, tales
como potencial reactivo e inflamatorio y captacion celular de nanomateriales.?

Estos ensayos, tomaron importancia como métodos alternativos de analisis a finales de los

anos sesentas, tanto en Estados Unidos mediante la UAA (The United Action for Animals),
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como en Inglaterra mediante la FRAME (Fun for the Replacement of Animal in Medical
Experiments), se promovio la disminucion del uso de animales o ensayos in vivo impulsando
la experimentacién in vitro, aunque se tiene claro que no suplantan en su totalidad a los
ensayos in vivo, pero si contribuyen en gran medida con informacion de gran utilidad y el
area nanotecnoldgica no es la excepcion. 28
La aplicacion extensiva de ensayos in vitro, permite dilucidar la toxicidad de productos
nanotecnoldgicos.®® A continuacion se presentan algunos de los analisis mas importantes que
se emplean para determinar las propiedades fisicoquimicas de una nanoparticula:
Caracterizacion Pre-biologica de Nanoparticulas: Proporcionan control de calidad de los
materiales en sus estados fisicos, quimicos y determina su estabilidad.
1.- Caracteristicas quimicas de las superficies, el recubrimiento de la superficie, y la
porosidad.8
e Carga superficial.
e Pureza
2.- Caracterizacion toxicoldgica de superficies. Es necesario determinar contaminantes en
la superficie de la particula, estos contaminantes se pueden obtener de la fuente de
produccion de la particula, generando respuestas toxicas e inflamatorias en un organismo.?
e Contaminacién de superficie
e Contaminacién por endotoxinas como LPS
e Otros contaminantes, hidrocarburos poliaromaticos.8
3.- Tamafio de particula y agregacion. Los nanomateriales deben tener una dimensién por
debajo de 100nm para conservar sus propiedades. Por otro lado, la elevada dispersion
intrinseca y la energia superficial, generan agregacién de particulas en los medios
bioldgicos.?
e Microscopia electrénica. Determina morfologia, distribucién de tamafio y agregacion.
e Espectroscopia Optica. Determinacion de cargas.

e Dispersion dinamica de la luz.*8

1. Pruebas bioldgicas in vitro: Células
Los ensayos in vitro con células, permiten definir la citotoxicidad, las interacciones, la

influencia y la compatibilidad del producto nanotecnoldgico con la célula.?® En estos
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ensayos, se emplea comunmente lineas celulares comerciales o cultivos primarios, se pueden
realizan en determinados medios fisioldgicos con la finalidad de generar un ambiente similar
al de un organismo vivo. La importancia de estos ensayos es poder conocer el mecanismo
que desempefia la NP dentro de una célula.®®* A continuacion se mencionan los efectos de las
interacciones nanoparticula-célula de mayor interés:

» Mecanismo de captacion celular

» Activacion de vias de sefializacion

* Respuesta inmune

* Produccion de especies reactivas de oxigeno

» Mecanismo de eliminacion de la nanoparticula.

* Regulacion genética

» Toxicidad observable

* Necrosis y apoptosis

Las metodologias mas comunes para determinar la citotoxicidad in vitro sobre cultivos
celulares, son los ensayos de captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid y por
ultimo el de reduccién del bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazélico (MTT)
entre otros®’, en la Fig. 6 se muestra un ejemplo de pruebas de nanotoxicidad. Ademas de las
pruebas que evaltan la citotoxicidad, se incluyen ensayos para determinar dafio en el ADN
y la secrecion de marcadores pro-inflamatorios e inmunes, lo que indica un alto potencial de

generar problemas de salud a largo plazo.

Caracterizacion de
nanoparticulas
°Citotoxicidad
*Viabilidad
°Apoptosis
Interaccion °Ciclo celular
: : *Genotoxicidad
rticula-célul
particula-célula o
°Ensayo cometa

Diferentes lineas celulares: Células cancerigenas,
fibroblastos, monocitos, macrofagos.

Fig. 6 Esquema general de ensayos de nanotoxicidad. Editado de Franchi et al., 20152
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2. Ejemplos de efectos de nanotoxicidad en ensayos in vitro

Nanoparticulas de metales como: plata, molibdeno y aluminio, se han evaluado y mostraron
que en ceélulas de espermatogonia de raton C18-4 generan nanotoxicidad. Los resultados
muestran que la toxicidad es dependiente de la concentracion para todos los tipos de
particulas mencionados; sin embargo, las nanoparticulas de plata mostraron ser mas toxicas,

mientras que el triéxido de molibdeno (MoO3) presenté menor efecto.®

Hallazgos del efecto de NPs de oxido de zinc (ZnO) mostrado sobre células de
adenocarcinoma humano pulmonar, LTEP-a-2, mostraron que las NPs inhiben la
proliferacion en LTEP-a-2, ademas inducen apoptosis, con estos estudios se concluyé que
las NPS ejercen un efecto citotoxico en células de pulmoén.®

Varios de los ensayos para determinar los efectos de NPs sobre lineas celulares se han
realizado en cultivos celulares tradicionales en dos dimensiones (2D), que cuentan con las
desventajas tales como: el cambio de forma de las células, la funcién celular, la respuesta
celular y la pérdida del contacto célula-célula. Es por ello que investigadores en la busqueda
de mimetizar las condiciones de los sistemas vivos, han generado cultivos celulares 3D en
esferoides. Por ejemplo, en las lineas celulares A549 y NIH-3T3 se investigd el efecto de
NPs de ZnO. Mostrando que el cultivo celular en 3D A459 presenta una mayor sensibilidad
a la citotoxicidad en comparacién al cultivo en 2D. En las células NIH-3T3 se observé el
mismo efecto citotoxico tanto en cultivos celulares de 2D como en 3D. Estos resultados
muestran la importancia de evaluacion de los efectos de las NPs en cultivos celulares 3D para
los ensayos de seguridad, los que ademas tienen la ventaja de representar en mayor

proporcion las condiciones fisioldgicas méas que los cultivos 2D.%

3. Efecto agudo versus efecto crdnico de las NPs

Otro de los cuestionamientos en cuanto a las pruebas de citotoxicidad sobre los efectos en las
lineas celulares con NPs son los tiempos de exposicion a las mismas. Pues existe un conflicto
con la correlacion de los ensayos de citotoxicidad aguda, evaluada a 24 horas de exposicion
in vitro y los resultados obtenidos en modelos animales in vivo que evalua los efectos

cronicos; esto lleva la necesidad critica de un nuevo enfoque para hacer posible y fiable el
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evaluar los efectos de las NPs. M. Hussain, comenté que numerosos estudios de efectos
toxicologicos de los nanomateriales, suelen abordarse empleando una sola exposicién a dosis
altas (efecto toxicolégico agudo) las que son irrelevantes para considerarlas en una
exposicion en humanos de forma realista. Puesto que, el efecto agudo in vitro muestra muy
baja correlacion con estudios in vivo de NPs, junto con el reconocimiento de que las
caracteristicas Unicas que distinguen a los nanomateriales varian en funcion del tiempo,
Hussain y su equipo, proponen el desarrollo de un modelo que permita la evaluacion del
comportamiento del NPs durante un periodo de al menos 3 meses y que se pueda llevar a

cabo en modelos in vitro.

4. Efectos bioldgicos de utilidad probados en ensayos in vitro

El potencial de uso de las NPs como agentes que inhiben el crecimiento de hongos y
microorganismos se ha dilucidado a través de diversas experimentaciones, existe un estudio
prometedor del 2015, que mostro el efecto antimicrobiano de la exposicion de nanoparticulas
de ZnO contra L. monocytogenes and B. cereus en leche, este efecto le permitirian ser
utilizado como un método efectivo para el control de contaminantes microbianos en comida,
extendiendo asi la vida util de la leche en anaquel y favoreciendo la calidad de las misma
durante la cadena productiva.?? Este ejemplo muestra el potencial de la adicion de NPs en
alimentos, sin embargo debido a otros resultados mostrados de efectos citotdxicos in vitro en

lineas celulares, no se puede concluir acerca de la inocuidad de los mismos.

Aun lo anterior, en el ambito del area de alimentos algunas NPs son utilizadas, mediante la
combinacion de diferentes plasticos y nanoparticulas, como el grafeno u 6xido de grafeno
(OG), los que han sido propuestos para el desarrollo de envases inteligentes para alimentos,
los que son prometedores por haber mostrado un buen impacto en cuanto a preservacion (Fig.
7).
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Fig. 7 A. Estructuracion del grafeno y el B. grafeno en conformacion de obleas

Sin embargo, a la fecha aun existen la preocupacion de los consumidores y la comunidad
cientifica sobre la toxicidad potencial y biocompatibilidad de los mismos. Usando también
OG en un estudio, se investigaron las propiedades antibacterianas contra bacterias
intestinales humanas, pero también la citotoxicidad in vitro sobre la linea celular Caco-2
derivada de un carcinoma de colon. La microscopia electrdénica se utilizé para investigar la
morfologia de OG y la interaccion entre éste con las células Caco-2. Se emplearon diferentes
concentraciones (de 10 a 500 g/mL), que no mostraron toxicidad contra las bacterias
seleccionadas, pero si se observo una accion citotoxica moderada en células Caco-2 después
de 24 horas de exposicidn. Este estudio sugiere que OG es biocompatible y tiene un potencial
para ser utilizado en la agricultura y en los alimentos, pero a su vez, indica que se necesitan

mas estudios para explotar sus aplicaciones potenciales.?*

5. Ejemplo de uso de nanoemulsiones contra C. albicans

Tres emulsiones con distintas caracteristicas fisicoquimicas fueron desarrolladas a base
aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens), su efecto inhibitorio fue evaluado
contra el patdégeno oportunista C. albicans. Tres diferentes agentes emulsionantes fueron
empleados: Goma arabiga (GA), polisorbato 80 (80) y lecitina hidroxilada (LecH). El ensayo
de inhibicion fue evaluado mediante la técnica de difusion en agar, para el cual se sembro
por extension en cajas petri con agar YPD, un cultivo de C. albicans de una densidad Optica
de 0.3. Inmediatamente, se colocO un disco de papel filtro previamente sumergido en la

emulsién a evaluar. Como control, se utilizd la misma formulacién de las emulsiones, donde
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en lugar de utilizar el bioactivo, se utilizé un aceite mineral para la fase oleosa. Después de
24 horas de incubacion a 37 °C, fue posible observar que a pesar de utilizar la misma cantidad
de bioactivo, se pueden obtener distintos grados de inhibicion con base en el emulsionante
utilizado y por ende con las caracteristicas fisicoquimicas de cada emulsion (Fig. 8). En este
experimento, se pudo observar que las tres emulsiones presentaron un efecto inhibitorio,

siendo la mas eficiente la emulsion con GA.
a) Sin tratamiento

Aceite
Neobes

Control

Control

Fig. 8 Halos de inhibicion de Candida albicans con las tres emulsiones.

Conclusiones

Las distintas nanoformulaciones han abierto la posibilidad de obtener farmacos mas eficaces,
y a su vez han permitido cambiar el esquema de administracion de farmacos y tratamiento de
enfermedades. Por lo tanto, es necesario establecer regulaciones de NPs en funcién de

parametros éticos. Actualmente la Unién Europea y Estados Unidos, han establecido comités
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y legislaciones de regulacion en el uso de nanoparticulas en productos médicos, no obstante,

aun no existe una legislacion que permita y regule su uso.
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Introduccion

Durante los Gltimos quince afios, el gobierno de Estados Unidos ha invertido méas de $ 20 mil
millones de dolares en investigacion en Nanotecnologia y ademas, desarroll6 la Iniciativa
Nacional de Nanotecnologia (NNI). En una revision reciente de la NNI por el Consejo
Presidencial de Asesores en Ciencia y Tecnologia (PCAST) se concluy6 que el campo de la
nanotecnologia esta en un punto de transicion critico y ha entrado en su segunda época, que
[laman NNI 2.0. Esta nueva generacion tecnoldgica vera la evolucion de los componentes a
nanoescala con nano-sistemas interdisciplinarios. Ademas, el movimiento a partir de
investigacion basica y aplicada proporcionara los cimientos y enfoques necesarios para
garantizar la rapida comercializacion de la nanotecnologia [1].

Segun algunas estimaciones privadas, la nanotecnologia producira un nuevo y renovado
impulso en el desarrollo tecnoldgico: s6lo en China, existen 800 empresas probando suerte
en un mercado de unos 30,000 millones de délares de facturacion en el 2012 y que promete
representar una facturacion de hasta 144,900 millones de délares en el 2015 [2]. Entre las
empresas relacionadas con la nanotecnologia, podemos encontrar a algunas firmas con
desarrollos muy importantes que no representan gran parte de su facturacién por el tamafio
de las empresas como Dupont (DD), General Electric (GE) que cuenta con una de las
organizaciones de investigacion industrial méas diversificadas del mundo -GE Global
Research- con innovaciones en areas como medicina molecular, energias alternativas,
nanotecnologia, propulsion avanzada y tecnologias de seguridad, o incluso 3M (MMM) que
fabrica productos industriales en diferentes areas (articulos de oficinas, comunicaciones, etc.)

y que se encuentra enfocada en investigaciones para mejorar el rendimiento de sus productos




Nanomateriales: Inmunidad y Sistema Gastrointestinal G. Arevillagay Z.Y. Garcia

con aplicaciones de nanotecnologia. Hewlett-Packard (HP), NEC y L Oreal también estan

invirtiendo en nanotecnologia [2].

Esta claro que se espera que las aplicaciones de la nanotecnologia traigan una serie de
beneficios para el sector de los alimentos, con el objetivo de ofrecer una mejor calidad y
conservacion. Sin embargo, un nimero creciente de estudios indican que la exposicion a
ciertos nanomateriales tiene un potencial a conducir complicaciones de salud y que existe
una necesidad de nuevas investigaciones con el fin de desentrafiar los riesgos para la salud

(desde el punto de vista bioldgico) como resultado del consumo de nanoalimentos [3].

En el Foro de Alimentos de los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos de América
(Food Forum. Nanotechnology in Food Products: Workshop Summary. Washington (DC):
National Academies Press (US); 2009), se destacaron varias aplicaciones potenciales
adicionales de la nanotecnologia en el campo de la liberacién con aplicaciones en los
alimentos:

a) Sistemas que mejoren la entrega de micronutrientes y componentes bioactivos de los
alimentos. En este sentido, se identificaron cuatro grandes retos asociados con la
entrega de nutrientes: (1) la estabilidad (es decir, contra el calor, el pH y la oxidacién
durante el procesamiento de alimentos), (2) el sabor y el color (evitar sabores
desagradables o colores), (3) seguridad, y (4) la biodisponibilidad. La nanotecnologia
podria utilizarse para abordar cada uno de estos. Por ejemplo, mientras que las
personas estan dispuestas a soportar sabores horribles en los medicamentos, en los
alimentos no pasa lo mismo. Por otra parte, los consumidores son cada vez mas
exigentes y con ganas de alimentos mas apetecibles que en el pasado.

b) Sistemas que liberen de manera controlada los compuestos bioactivos (como los
acidos grasos omega-3). Asi como en la medicina, donde el objetivo es eliminar el
potencial de sub o sobre-dosificacion, el principal objetivo de la liberacion controlada
de compuestos bioactivos es evitar acciones ciclicas y los posibles efectos
secundarios. Esto tiene importantes aplicaciones para los alimentos destinados a las
personas con diabetes, por ejemplo, en la que seria deseable mantener un estado

estacionario de la liberacion de glucosa [4].
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En nuestro pais no se cuenta con un plan estratégico para el desarrollo de la nanotecnologia
[5]. Ademas, el concepto de “nanotecnologia” atn no es muy conocido en la sociedad
mexicana. Nueve entidades federativas, con alrededor de 67 empresas, realizan proyectos de
nanotecnologia en una alianza con instituciones de educacion superior, gobiernos estatales e
instituciones federales, en sectores como la biotecnologia, salud, construccion, acero,
automotriz y pléastico. En el Foro Nano Monterrey 2011 se comentd que las entidades con
mayor actividad en nanotecnologia son Nuevo Ledn, Estado de México, Chihuahua,
Guanajuato, San Luis Potosi, Puebla y Yucatan. También se comentd que hasta noviembre
de 2011, CONACYT habia apoyado més de 128 proyectos nano en todo el pais. Ademas, se
dijo que las empresas también han incrementado su participacion en esa rama, ya que en el
2008 existian alrededor de 94 proyectos y para 2011, 45 proyectos recibieron recursos por

alrededor de 25 millones de dolares [6].

Numerosas aplicaciones relacionadas con la alimentacién de nanomateriales tienen el
potencial de ser ingeridos directa o indirectamente, creando un tema de interés actual del
estudio de los posibles efectos adversos para la salud de los nanomateriales en el tracto
gastrointestinal (GIT). Muchos productos que estan presentes en los alimentos estan en el
intervalo de tamafio nanométrico, y la selectiva absorcion de nutrientes con dimensiones a

nanoescala por el GIT es un proceso fisiolégico normal [7].

Toda la cascada de eventos que se producen después de la ingestién, -incluyendo la
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion /eliminacion (ADME),- que se producen
después de la ingestion determina la exposicién interna y la toxicidad de los nanoalimentos.
El panorama se complica debido a las interacciones de los nanoalimentos con la matriz
circundante (fluidos gastrointestinales, matriz alimentaria, la microflora) y los efectos

inesperados que resultan de esto [3] (Fig. 1).
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Fig. 1 Diagrama esquematico de las condiciones fisiologicas y fisicoquimicas en las
diferentes regiones del tracto gastrointestinal humano (GIT) a las que estan expuestos los

nanoalimentos.

Desde este punto de vista, se abre un abanico de posibilidades de investigaciones que den
como resultado publicaciones cientificas, innovaciones, soluciones practicas a problemas de
salud [8]. La evaluacién de la seguridad de los nanoalimentos dependera de sus propiedades
fisicoquimicas y algunos de los parametros criticos incluyen biopersistencia y digestibilidad.
Durante su paso por el tracto GI, los nanoalimentos experimentan cambios en las condiciones
ambientales (temperatura, pH, fuerza idnica, actividad enzimatica, y las fuerzas mecanicas)
que pueden alterar considerablemente sus propiedades estructurales y fisicoquimicas. Por lo
tanto, es importante reconocer que las propiedades de los nanoproductos ingeridos pueden
cambiar considerablemente antes que alcancen el sitio donde se produce la absorcion [9, 10].
Aunado a esto, algunas macromoléculas funcionalizadas y formuladas en forma
“nanométrica” pueden mejoran la nutricion, potenciando la absorcion y permeabilidad de

nutrientes y farmacos en el sistema Gl [11]. Mas aun, la biodisponibilidad oral de muchos
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agentes bioactivos lipdfilos (productos farmacéuticos y nutracéuticos) es limitado debido a
varios procesos fisicoquimicos y fisioldgicos: una pobre liberacion de los nutrientes
procedentes de las matrices alimenticias; baja solubilidad en los fluidos gastrointestinales;
metabolismo o transformacion quimica dentro de la via gastrointestinal; baja permeabilidad
del epitelio. La biodisponibilidad de estos agentes se puede mejorar al disefiar matrices
alimenticias inteligentes: que controlen la liberacion, la solubilizacion, mejora del transporte,
el metabolismo, y la absorcion dentro del tracto gastrointestinal. En este sentido, el impacto
que tiene la composicion de los alimentos (excipientes, nutrientes, etc.) en su

biodisponibilidad oral pudieran o no mejorarla [12].

Como hemos dicho anteriormente, el tracto GI desempefia un doble papel en la fisiologia
humana: por un lado, la de digestion y absorcién de nutrientes y por otro lado, mantiene la
homeostasis inmune, es decir, protege a el cuerpo de microbios potencialmente nocivos,
induciendo respuestas tolerogénicas a alimentos inocuos, comensales y autdégenos. En este
sentido, los materiales nanoestructurados exhiben diferentes mecanismos de entrada en una
célula: en vez de pasar directamente a través de una pared celular, pueden estar endo o
fagocitados activamente. Las numerosas propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de las
nanoparticulas (no so6lo el tamafio, la forma y el material) podrian modular la respuesta
inmunitaria celular individual, que en este punto representa en gran medida una "caja negra”
en los tejidos de la mucosa. El establecimiento de ensayos inmunotoxicolégicos in vitro

estandarizados y significativos para los nanomateriales es un desafio [13].

A traves de la caracterizacion de la inmunoreactividad de los nanomateriales en sus distintas
formas, tamafios, dosis, y rutas de administracion, se esta gestando un progreso notable en
tratamientos localizados en tejidos especificos como el pulmonar o gastrointestinal enfocados

a la inmunoregulacion en general y vacunacion [14].

En el caso de nanoparticulas que son ingeridas, éstas pueden traspasar la barrera epitelial,
principalmente a través de las células M por el proceso de transocitosis. Cuando la particula
traspasa el epitelio, ésta es captado principalmente por células fagociticas dendriticas y

macrofagos; sin embargo, es posible dirigir el nanomaterial a ciertos tipos y subtipos
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celulares, donde pueden actuar en distintos niveles de regulacion dependiendo la naturaleza

de la formulacion, tamafio y la carga utilizada [15].

Muchas de las NP son reconocidas como material extrafio y algunas de ellas son eliminadas
por el cuerpo; sin embargo, otras no pueden ser eliminadas lo que representan una amenaza
para la homeostasis del organismo. Se ha documentado en modelo murino, que NP de
poliestireno fluorescentes de 20 y 100 nm de didmetro, inyectadas por via intravenosa,
desaparecen del flujo sanguineo cuatro horas posteriores a la inyeccion y se distribuyen de
manera sistémica, ubicandose principalmente en higado, pulmones, bazo, rifiones y sistema

urinario [16].

El sistema inmunitario (SI) puede dividirse desde el punto de vista funcional en dos niveles:
a) Inmunidad innata: primera linea de defensa frente a agentes infecciosos; la mayoria de los
agentes patdgenos pueden controlarse antes de que se produzca una infeccion declarada.

b) Inmunidad adaptativa: entra en accion cuando falla la inmunidad innata. Elabora una
respuesta especifica para cada agente infeccioso y guarda memoria de él (puede impedir la

reinfeccion).

La inmunidad innata se refiere a un tipo de respuesta inespecifica en la que participan estirpes
celulares gque responden de manera temprana y actdan como primera linea de defensa, como
los macréfagos, células dendriticas, neutréfilos y células naturales asesinas (NKs; por sus
siglas en inglés) entre otras; las cuales expresan receptores que reconocen un amplio rango
de patrones moleculares asociados a patdgenos o a dafio (PAMPs o DAMPs respectivamente;
por sus siglas en inglés). Entre los receptores mejor caracterizados se encuentran los
receptores detectores de acidos nucleicos tipo NOD (NLRs) y tipo toll (TLRs; por sus siglas
en inglés) [17]. Los receptores TLR son glicoproteinas tipo 1 que comparten un dominio TIR
a través del cual, reclutan moléculas adaptadoras como MY D88, que dan inicio a cascadas
de sefializacion que promueven la secrecion de citosinas, quimosinas e interferdn tipo 1. Los
TLRs son capaces de reconocer lipopolisacaridos, acido lipoteicdico, fibrindgeno, material
genético e incluso Ni?* que es un activador inorgénico directo descubierto para TLRs [18].

Entre las NP capaces de regular la expresion de TLRs se encuentran el TiO2 y ZrO», que
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incrementan el nivel de mensajero de acido ribonucleico (MARN) de TLR7 y TLR10 en la
linea celular de macréfagos de origen murino U-937, mientras que tiopronina recubierta con
NP de plata, inducen la produccion de interleucina proinflamatoria 6 (IL-6) asociada a su
induccion por TLR3y TLR9 en la linea de macrofagos murinos Raw264.7 [19]. Los niveles
de citosinas proinflamatorias y los tipos de estirpe celular reclutadas al sitio de inflamacion,

se utilizan como biomarcadores del efecto inmunoregulador de las NP [20].

La inmunidad adaptativa entra en accion cuando falla la inmunidad innata. Las células que
entran en accion en este tipo de inmunidad son los linfocitos T y B. Una de las funciones de
las células presentadoras de antigeno (macrofagos, dendriticas y linfocitos B) consiste en
presentar antigenos procesados a través de moleculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase 1 o Il (MHC) a linfocitos T CD8" o T CD4" especificos
respectivamente, el linfocito T se activa y monta una respuesta especifica [21]; existen
distintos tipos de linfocitos T como los ayudadores (CD4"), los reguladores (Treg) y
citotoxicos (CT), las alteraciones del proceso de coestimulacion intercelular entre la célula
presentadora y el linfocito repercuten en la respuesta inmune adaptativa y resolucién del
proceso inflamatorio [22]. Se ha reportado que NP de TiO2 [23] y poliestireno [24] activan
la respuesta de las células T con perfil proinflamatorio Th1 en el que predomina la produccion
de IL-2, IFN-Ya, e IL-3 como resultado de la maduracion de células dendriticas [23, 24]. En
contraparte se ha observado disminucion en capacidad de maduracion de células dendriticas
por efecto de NP de oro menores a 10nm estimuladas con LPS promoviendo un perfil Th2,
donde predominan las interleucinas I1L-4, IL-5, IL-6 y IL-10. En el mismo estudio se observa
que las particulas de 50nm inducen un perfil TH17 [25]. Estos estudios permiten visualizar
el potencial terapéutico de los nanomateriales en cuanto a la posibilidad de modificacién de
los perfiles de las respuestas de los linfocitos T. En el caso de los linfocitos B, una vez que
encuentran un antigeno que corresponda a su receptor de células B BCR (por sus siglas en
inglés) se internaliza y presenta a través de MHC-II a linfocitos CD4", la co-estimulacion
entre estas dos células induce la maduracion y proliferacion de células B secretoras de
anticuerpo [21], una manera de regular y activar a estas células a través de nanoparticulas, es

utilizando el fosfato de calcio como nanomaterial recubierto de un antigeno, este es
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directamente internalizado y presentado por el linfocito B el cual se activa y se induce la

produccion de anticuerpo de manera muy eficiente [26].

Una vez que vez que hemos puesto de manifiesto que el tamafio, forma, composicion y carga
son factores determinantes en la respuesta inmune a nivel sistémico, es logico suponer que
en el tracto Gl estos factores también seran determinantes. Las células del sistema inmune
del intestino, se localizan en estructuras especializadas Ilamadas placas de Peyer (PP) [27].
La organizacion del tejido linfatico asociado a la mucosa se separa del lumen a través del
epitelio intestinal que posee enterocitos y células M. Estas ultimas permiten el transito de
algunos microrganismos y materia particulada que son captados en las PP, donde actlan
células del sistema inmune que se encuentran en el lado basal [27]. Se han probado distintas
formulaciones nanoparticuladas, que permiten la optimizacion de la capacidad de captura 'y
transito a través de las células M, como el copolimero biodegradable acido poli lactico
coglicolico y polietilenglicol (PEG) asociados al péptido RGD para el reconocimiento
dirigido a la integrina 1 expresada en células M [28] (Fig. 2).
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Fig. 2 Esquema representativo de la respuesta inmune en presencia de materiales
nanoestructurados.
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Interaccion de NP, macrofagos, dendriticas y neutrofilos en tejido linfoide

intestinal

La fagocitosis de patdgenos y materia particulada, Ilevada a cabo por las células fagociticas
como los macrofagos y células dendriticas, funciona a través de un sistema de receptores
especializados en el reconocimiento de motivos conservados caracteristicos que dan inicio al
proceso de fagocitosis [17]. Los mecanismos de internalizacion de las particulas son
dependientes de la naturaleza quimica o bioldgica de la particula y del receptor involucrado
[29]. En el caso particular de la ingestion de NP por via oral, una vez que las NP traspasan el
epitelio intestinal y entran en contacto con el tejido linfoide asociado a intestino (GALT; por
sus siglas en inglés) se asocian a células fagociticas [30]. Se han utilizado NP compuestas
1,3 B-glucano que se acumulan en cuestion de minutos en células dendriticas CD11c+
situadas en las PP y persisten durante varios dias posteriores a su administracion en modelos
murinos [31]. Algunos de los receptores expresados en la superficie celular son particulares
de cada estirpe; por lo que es posible recubrir NP con ligandos especificos que le dan
preferencia de interaccidn con estirpes celulares especificas como las dendriticas DEC205+
[32]. A través de este mecanismo es posible dirigir o regular la respuesta del sistema inmune
de manera precisa y localizada. Los macrdfagos gastrointestinales (MG) que incluyen a los
intestinales y de colon, representan la mayor subpoblacion de fagocitos mononucleares en el
cuerpo [33], se localizan en el subepitelio de la lamina propia, y son la primera linea de
defensa y reconocimiento cuando agentes externos cruzan el epitelio intestinal. Son
fundamentales en la proteccidn y reconocimiento contra patdgenos y cuerpos extrafios como
las NP, asi como en la regulacién de la respuesta inmune hacia la flora intestinal [34]. Una
de las particularidades de los MG es que no producen algunos receptores de reconocimiento
a inmunoglobulinas (CD14, CD16, CD32, CD80, CD89) [35-39], lipopolisacaridos [33]
ademas de ausencia de estallido respiratorio (ROS y NOS) [36], lo que permite mantener un
estado proinflamatorio anérgico, es decir, no producen citosinas proinflamatorias en
condiciones de homeostasis [39]. Sin embargo, durante procesos inflamatorios agudos y

cronicos salen de su estado anéergico y mantienen un perfil proinfalmatorio [34].

Los neutréfilos o polimorfo nucleares (PMN) tienen un papel critico en el mantenimiento de

la homeostasis intestinal, su funcidn primaria consiste en eliminar microbios que transitan a
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través del epitelio e invaden mucosa, defectos en la funcion de los neutrofilos se asocian a
inflamacién intestinal similar a la observada durante enfermedad de Crohn [37]. Son células
de vida corta que bajo condiciones fisioldgicas se mantienen en circulacion entre 12 y 24
horas, una vez cumplido este lapso, mueren por apoptosis [39]. Sin embargo, en condiciones
de inflamacién y una vez activados, los neutrofilos incrementan su periodo de vida y
desarrollan propiedades proinflamatorias y microbicidas que incluyen la fagocitosis del
microorganismo o particulas extrafas, la produccion de citosinas, defensinas, y la liberacion
de trampas extracelulares neutrofilicas (NETS; por sus siglas en inglés) que estan formadas
por cromatina, histonas y proteinas granulares, estas redes de cromatina y proteinas con
propiedades microbicidas, desempefian un papel fundamental en la defensa del organismo.
Se ha encontrado que las NP de oro y plata inducen NETosis, es decir, la muerte del neutréfilo
[38-40]. Es posible prevenir la inflamacion vascular a traves de NP de albimina recubiertas

con dirigidas a neutrofilos [39].

Conclusién

Debido a las muchas rutas posibles de entrada al tracto gastrointestinal, los mecanismos de
defensa de las células inmunes del tracto gastrointestinal son complejas y aun no estan muy
bien comprendidas. La respuesta inmune del tracto gastrointestinal es el resultado de muchas
interacciones complejas que ocurren dentro de él, ya que debe responder correctamente a los
antigenos ingeridos, tomando en cuenta la respuesta inflamatoria a bacterias patdgenas y no-
patdgenas, etc. Por lo que poder entender los mecanismos implicados en todo este proceso
es todo un reto para los cientificos. Promover la investigacion en este campo es necesario

para comenzar a entender como todos los actores de la respuesta inmune trabajan en conjunto.
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Introduccion

Los avances en la ciencia y la biomedicina han dado lugar al descubrimiento y
generacion de nuevas moléculas con potencial relevancia fisiol6gica. Las cuales pueden ser
parte del metabolismo secundario de plantas, sintetizas por microorganismos, quimicamente
0 generadas durante la hidrolisis de proteinas alimentarias como en el caso de péptidos
bioactivos. La mayoria de los compuestos bioactivos y farmacos son susceptibles a
degradacion durante su paso por el tracto intestinal. Por esta razon, se han desarrollado una
serie de tecnologias nanoescala y sistemas de proteccion, administracion y entrega que tienen
por objetivo incrementar su biodisponibilidad y asegurar su funcién biolégica. En la tabla 1
se enlista una serie de sistemas de dosificacion y entrega cuya funcion es incrementar la
biodisponibilidad de compuestos bioactivos y farmacos, asegurando que el compuesto activo
logre alcanzar el tejido donde ejercera su accion. Entre los que se encuentran sistemas de
retencion y dosificacion gastrica, liposomas, emulsiones mdltiples, particulas sélidas de
grasa, particulas de biopolimeros, cubosomas, aerogeles, nanoportadores, sistemas de
autoentrega, exosomas, péptidos, dendrimeros, dendrones, entre otros. Ademas de sistemas
de simulacion matematica para evaluar y predecir la administracion de farmacos basados en
diferentes modelos de liberacién a nivel de membranas celulares (1-14). No obstante, la
evaluacion de la efectividad de estos sistemas de entrega y de la biodisponibilidad,
mecanismos de accion y toxicidad de farmacos o compuestos de interés depende de modelos
bioldgicos disefiados para este propdésito. Estos modelos se clasifican en: in silico, in vitro,

in vivo y finalmente cuando no existe riesgo toxicoldgico se realizan ensayos clinicos (Tabla

1).
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Tabla 1. Sistemas de evaluacion biologica de sistemas de entrega de moléculas con relevancia fisioldgica
Tipo de
sistema Objetivo Clasificacion Sistemas de evaluacion  Aplicacion Referencia
Estudios de . .
. - Administracién de
. permeabilidad y Los modelos in vitro de barreras .
Sistemas de . AP - . farmacos, nano- .
L L, transporte de farmacos, . ) . biolégicas permiten estudiar . Schneider et
administraciénde . ) Cultivo de células en insertos, - medicamentos, transporte
) biomoléculas y - . absorcion 'y transporte de L al. (1)
farmacos . . co-cultivo de células humanas . . de compuestos bioactivos,
particulas a través de moléculas, asi como sus o .
. . absorcion de nutrientes
barreras celulares mecanismos involucrados
Predice matematicamente los Sistemas de entrega de
mecanismos de liberacion polimeros implantables o
Evaluar barreras para la . R '
L L Considera tres fases en un controlada: difusion del agente inyectables para el
Modelos administracion . : s - > -
o . . sistema de liberacion dentro del dispositivo, tratamiento  local de .
matematicos para localizada de moléculas . . ., . Weiser et al.
: L - Lo controlada: espacio degradacion de un polimero tumores cerebrales,
simulacion de y guiar el disefio de . Lo (2)
. s . o intracelular, membrana portador, bombeo osmético, enfermedades vasculares,
liberacion local  dispositivos para . : , AP
A A celular, y espacio extracelular hinchazdn, hidrdlisis, y enfermedades  oculares,
terapias locales optimas : L .
desintegracion dentro de un salud reproductiva, Yy
dispositivo cicatrizacion de heridas
Disefar  sistemas y :
. . Basado en mecanismos de .. L L
dispositivos de - . . Simulacién y evaluacién en el . .
Modelos administracion de liberacion de farmaco: 1) disefio  de  formulaciones Predecir el tiempo vy
matematicos en _, . control por difusién; 2) A i mecanismo de liberacién Peppas et al.
. .. farmaco simples vy . X farmaceuticas, analisis de ,
la administracion - . control quimicamente; 3) . - controlada de la molécula (3)
. complejos y predecir el P sistemas de liberacion de
de farmacos ; control osmético; 4) control ¢, . - encapsulada
comportamiento de . . . - farmacos vitro e in vivo
. L de hinchazén y/o disolucion
liberacion
. Caracterizar el vehiculo El  vehiculo lipidico
Sistemas de .. . .
- lipidico Nanoemulsiones, o nanoestructurado cargado
lipidos a . - El efecto citotoxico sobre las . A )
nanoestructurado nanoparticulas lipidicas _, . con 4&cido ferdlico tiene Carbone et
nanoescala para - i . S células UB7MG de céancer de :
S .. cargado con &cido solidas y vehiculos lipidicos . potencial para el al. (4)
la administracion b glioblastoma humano .
. ferdlico y su efecto nanoestructurados tratamiento de
de farmacos Lo .
citotoxico glioblastoma
Incorporar sistemas de Linosomas emulsiones
Sistemas de entrega coloidales de po: S 1 Modelos de
- e multiples, particulas sélidas . - - .
entrega moléculas hidréfilas en . liberacion/absorcion dentro En alimentos, productos
: - S de grasa, emulsiones - . P, McClements
coloidales para productos alimenticios . . . tracto gastrointestinal: boca, farmacéuticos y otros
) e multiples,  particulas  de . . . . etal. (5)
compuestos sin modificar | . . estdbmago, intestino delgado, y productos destinados a la
S - biopolimero, cubosomas, y : <
bioactivos caracteristicas . P . colon ingestion oral
- . sistemas bioldgicos derivados
hidréfilos sensoriales
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Continuacion tablal.
Tipo de
sistema Objetivo Clasificacion Sistemas de evaluacion Aplicacion Referencia

Aerogeles como

sistemas de
liberacion de
farmacos

Sistema de
administracion de
farmacos de

retencién gastrica

Péptidos de
penetracion
celular
vectores
transmembrana

no invasivos

como

Sistemas de
suministro
farmaco/gen

(nanoportadores)

Preparacion de
aerogeles por medio de
tecnologia de fluidos
supercriticos

Retener dosificacion
de farmacos en el
estbmago durante un
periodo prolongado de
tiempo y liberar el
farmaco lentamente

Desarrollo de nuevos
sistemas de liberacion
de farmacos
multifuncionales

Describir las técnicas
experimentales

utilizadas
cominmente, asi como
los métodos

computacionales

De acuerdo al material de
elaboracion silice, almidon,
y alginato de sodio

Gastro-retencién  asistida
por campo  magnético,
sistema de hinchamiento de
tipo tapo6n, técnica muco-
adherencia, sistema flotante
con o sin efervescencia,
hidrogeles super porosos,
los sistemas de alta
densidad

Péptidos cortos de méximo

30 en amino 4&cidos: 1)
motivo  estructural  de
polipéptido derivado de
proteinas naturales con

funciones de penetracion. 2)
polipéptidos disefiados y
sintetizados artificialmente

Dendrimeros y dendrones,
nanoportadores basados en
polimeros, péptidos, acidos
nucleicos, lipidos, y
carbono, asi como
nanoparticulas de oro

Pruebas de disolucién in vitro
de farmacos (AT Sotax 7 Smart
", Sotax", Suiza). Estudios in
vivo (Ratas Wistar) para
determinar la biodisponibilidad

In vitro: agua desionizada y
simulacion de fluido gastrico,
medio de disolucion (HCI 0,1
N). in vivo: modelos animales
como perros, ratas Sprague
Dawley, conejos, ratas albinas, y
en sujetos humanos

Prediccion por medio de
"Ph.D.™-C7C Phage Display
Peptide Library Kit" evaluacion
en modelos in vitro e in vivo de
tracto intestinal y piel

Evaluacién  experimental vy
computacional complementaria
para entender mecanismos de
accion de e interacciones con
drogas, biomembranas y otras
moléculas bioldgicas

Sistema de administracion
de farmacos para mejorar
la

farmacocinética de los
compuestos activos
Mejorar el tiempo de

reticencia géastrica y la
liberacion prolongada del
farmaco

Transportan

macromoléculas a través
de biomembranas, lo que
permite su localizacion al
nacleo 'y citoplasma
celular de diversos tejidos

El desarrollo de
nanoportadores  mezcla
estudios computacionales
multi-escala con datos de
caracterizacion biofisica.
Con importancia
biomédica y
biotecnoldgica

Lovskaya et
al. (6)

Mandal et al.

U]

Zhang et al.
(€)

Ramezanpour
etal. (9)
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Continuacion tablal.
Tipo de Objetivo Clasificacion Sistemas de Aplicacion Referencia
sistema evaluacion
Liposomas Crear liposomas DOTAP: 1,2-dioleoil-3- Células humanas de Los liposomas caseros Qi etal. (10)
catibnicos para caseros portadores trimetilamonio; DOPE: 1,2- prostata metastaticas PC3, tienen una alta eficiencia
la de moléculas activas y dioleail glicero-3- modelo animal con tumor en la transfeccion de
administracién  evaluar los complejos fosfoetanolamina; PEG-PE: xenoinjertado (ratones  farmacos in vitro e in vivo
de farmacos liposomas-complejo polietileno glicol de desnudos atimicos hembra
modelos in vitro e in polietileno (BALB/c)
vivo
Sistemas de Desarrollo de sistemas Nanoemulsiones de aceite- Caenorhabditis elegans La entrega de moléculas Colmenares et
entrega basados basados en en-agua con gama de hidrofobicas por medio de al. (11)

en
nanoemulsiones

Exosomas

como vehiculos
para farmacos
terapéuticos 'y
vehiculos  de
administracion

Nanoparticulas
basadas en
polisacéridos

Sistemas de
autoentrega de
farmacos

nanoemulsiones para
entrega de moléculas
hidrofébicas

Evaluar los exosomas
como vehiculos para
farmacos terapéuticos
y vehiculos de
administracion

Evalla metodologias
para sintetizar
nanoparticulas de
polisacéridos,
principalmente
centrado en nanogeles
como portadores
farmacéuticos

Evaluar los sistemas
auto-entrega de
farmacos a nivel nano
escala con potencial de
realizar auto-
administracion
intracelular

didmetros de particula (40 a
500 nm)

Se clasifican en funcion de su
tamafio (40 a 100 nm),
contenido de proteinas, y el
contenido de lipidos

Acomplejamiento
polielectrolitico,
autoensamblaje,
entrecruzamiento covalente
y entrecruzamiento iénico

Profarmacos de autoentrega,
farmaco puro de autoentrega,
transportador terapéutico de
auto-entrega y agentes no
toxicos con caracteristicas de
autoentrega

In  vitro:  macréfagos
tratados con curcumina
exosomal. in vivo: modelo
animal de shock séptico
inducido por
lipopolisacaridos tratados
con curcumina exosomal

Evaluacién in vitro o in
vivo de nanogeles
orientados hacia la entrega
de farmacos en tumores

Modelos  celulares de
cancer y modelos animales

nanoemulsiones

Suministrar diferentes
tipos de
moléculas, incluyendo
farmacos anticancer,
medicamentos antihongos,
y

analgésicos

Las nanoparticulas de

polisacéridos tiene
aplicacion en medicina ya
que pueden ser portadores
de diferentes  agentes
farmacéuticos

Gran potencial en el
tratamiento del cancer

Haetal. (12)

Debele et al.
(13)

Qinetal. (14)
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Por tanto, el objetivo de este capitulo es revisar algunos modelos de evaluacion
bioldgica y sistemas de entrega de compuestos bioactivos o farmacos y describir su
aplicacion en el desarrollo de ingredientes con potencial nutracéutico.

Ensayos in silico

Los ensayos de modelacion y prediccion in silico pueden ser utilizados para simular
interacciones entre moléculas bioactivas con enzimas, transportadores, receptores
relacionados con mecanismos de accion especificos y expresion experimental de genes
relacionados con enfermedades cronicas. En adicion, estos métodos ofrecen la oportunidad
de simular mecanismos de liberacién controlada en espacios intracelular, extracelular y de
membrana celular, por medio de diferentes mecanismos control como difusién, quimico,
osmotico, hinchazén y disolucion. Con la ventaja de rapidez y bajo costo para realizar
barridos un gran niamero de moléculas o modelos de liberacion y generar informacion que
permita de manera acertada seleccionar aquellos con mayor potencial para analizar su
relevancia bioldgica por otros ensayos. Lo que permite delimitar disefios experimentales y
finalmente optimizar recursos. Sin embargo, estos modelos computacionales ofrecen
predicciones tedricas que cuentan un margen de error asociado que debe ser tomado en

consideracion.

Ensayos in vitro

Los modelos in vitro consisten en el cultivo células provenientes de tejidos humanos y
otros organismos con ciertas alteraciones o0 sanos. Por medio de estimulos quimicos o fisicos,
se induce la diferenciacion o expresion genotipica y fenotipica en las células que simulan las
condiciones generadas durante enfermedades cronicas, entre las que se encuentran diferentes
tipos y etapas de cancer, inflamacion, obesidad, diabetes, entre otras. Estos modelos permiten
evaluar de manera rapida el potencial biologico de moléculas y permiten la evaluacion
potencial de los mecanismos de accién. Asimismo, se han desarrollado sistemas de barreras
bioldgicas utilizando el cultivo de células en insertos, por medio de los cuales se puede

evaluar absorcion y transporte de moléculas a través de peliculas celulares (Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema de cocultivo celular en insertos para modelo diabetes. Adaptado de Johnson et al. (15).

Mediante el uso de modelos in vitro de permeabilidad se puede realizar de manera
eficaz un barrido de moléculas de interés durante las primeras etapas del desarrollo de
farmacos y de busca correlacionar y predecir mecanismos relacionados transporte de estos
compuestos a través de membranas in vivo. Esta informacion resulta importante en el disefio,
optimizacion y seleccion de medicamentos y productos farmacéuticos de entrega no invasiva.
Por otra parte, utilizando este tipo de ensayos se puede evaluar de manera réapida la
citotoxicidad potencial de los compuestos bioactivos de interés. Existe una gran cantidad de
lineas celulares disponibles, solamente “American Type Culture Collection” (ATCC)® tiene
disponibles casi 4000 lineas celulares humanas y mas de 150 lineas celulares de animales
para usos en diferentes aplicaciones relacionadas con biomedicina y salud puablica.

Ensayos in vivo

Los modelos in vivo consisten en la utilizacion de animales de laboratorio bajo
condiciones determinadas para evaluar la efectividad y/o toxicidad de farmacos y
compuestos bioactivos y elucidar potenciales mecanismos de accion en diversas
enfermedades que afectan al ser humano. Asi como cinéticas y mecanismos de absorcion,
distribucion, metabolismo excrecion de estos compuestos. Entre los modelos mas usados se

encuentran el raton (M. musculus), rata (R. norvegicus), conejo (O. cuniculus), hamster (C.
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Cricetinae), perro (C.l. familiaris), cerdo de guinea (C. porcellus), entre otros. Compafiias
como Envigo Inc. ha desarrollado y ofrece comercialmente modelos animales para diferentes
disciplinas y aplicaciones especificas como inmunologia, oncologia, toxicologia, trasplantes,
envejecimiento, estudios generales, comportamiento, teratologia, crecimiento de tumores
celulares, cardiovascular, produccion de anticuerpos, nutricion, enfermedad autoinmune,
obesidad inducida por dieta, metabolismo, carcinogénesis, enfermedades infecciosas y
encefalomielitis alérgica experimental. Un aspecto importante del uso de modelos animales,
es el disefio adecuado de los experimentos para seleccionar el nimero de animales necesarios
y desarrollar los protocolos con ética y actitud responsable en el uso de animales de
laboratorio. Por ejemplo, en investigacion en diabetes existen modelos animales espontaneos,
inducidos y transgénicos. La seleccion del modelo depende de la hipétesis de investigacion,
pues se debe considerar el mecanismo por medio del cual el animal desarrolla el
padecimiento y relacionarlo con el potencial mecanismo de accion del farmaco o molécula
de interés, que podria estar relacionado con estudios de la patogénesis, la prevencion o el
tratamiento de la enfermedad (16).

Generacion de péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos son secuencias de aproximadamente 2 a 20 aminoacidos que
muestran beneficios fisiol6gicos cuando se consumen. Dichos péptidos estan inactivos dentro
de la secuencia de proteinas y son liberados durante la hidrolisis de proteinas. Los péptidos
bioactivos pueden ejercer su funcion en el tracto intestinal o dentro del cuerpo después de
haber sido absorbidos. La investigacidn sobre la bioactividad de péptidos de frijol se centra
en beneficios para la salud, tales como antihipertension, antioxidante, anticancer y
antidiabético (Fig. 2) (17).
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enzima radicales libres cambios apoptosis
convertidora de morfolégicos  en *Arresto de ciclo
angiotensina hifas celular

*Disrupcion de

membrana

*Permeabilizacion

de membrana
*Induccion de
acumulacién de
quitina en puntas de
hifas

Fig. 2. Potencial biologico de péptidos generados a partir de proteina de frijol. Adaptado de
Luna-Vital et al. (17).

Para generar péptidos bioactivos a partir de las proteinas de frijol se han utilizado
proteasas tales como alcalasa, flavourzima, pepsina, pancreatina, quimiotripsina, papaina,
tripsina y la termolisina (18). Sin embargo, existen variaciones en el proceso de generacion
de péptidos como son la relacién de enzima/sustrato, el tratamiento previo de proteina, el
tiempo de hidrolisis y la enzima utilizada o la combinacién que todo en conjunto juegan un
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papel importante en la bioactividad de los péptidos generados. Entre los factores que mas
influyen en la generacion de péptidos bioactivos, se encuentran las caracteristicas de las
enzimas utilizadas y las condiciones hidrdlisis. Otro factor es la especificidad de la proteasa;
por ejemplo, alcalasa que es una endoproteasa tiene un mayor potencial de hidrolizar la
proteina y presentar un mayor grado de hidrolisis. Otro modelo utilizado en la generacion de
péptidos es la simulacion de la digestion gastrointestinal utilizando pepsina-pancreatina, que
es una combinacion de varias enzimas gastricas incluyendo proteasas; que tienen una amplia
especificidad de accion. De manera similar a la digestion gastrointestinal, se ha observado
un efecto sinérgico con la combinacion de diferentes enzimas. El tiempo de hidrdlisis juega
un papel importante en el grado de hidrolisis y la generacion de péptidos. Por otra parte, el
pre-tratamiento térmico aumenta grado de hidrolisis de las proteinas. La aplicacion de
temperatura favorece la desnaturalizacion parcial de las proteinas y la exposicion de sus

residuos hidrofobicos en especialmente proteinas globulares como faseolina (17,18).

Metabolismo de péptidos

Los péptidos se generan a partir de proteinas de la dieta durante la digestion normal o
pueden ser consumidos como un extracto fraccion de proteina procesada. Su
biodisponibilidad después de la administracidn oral depende de su capacidad para resistir la
hidrélisis adicional en el digestivo y su absorcion para alcanzar el 6rgano de interés (19). Las
células epiteliales del intestino delgado son el sitio principal de absorcién de nutrientes tales
como glucosa y aminoacidos. La mayoria de los oligopéptidos son extracelularmente
hidrolizados por enzimas de las vellosidades en la membrana del epitelio intestinal, para
generar aminoacidos libres que pueden ser absorbidos por la mucosa intestinal. Sin embargo,
algunos péptidos pueden resistir el ataque enzimético, debido a su composicion de
aminoacidos. Estos péptidos pueden ser transportados a través del epitelio intestinal mediante
el transporte paracelular, transcelular o rutas transcitética (20). Los péptidos mas pequefios,
di- y tripéptidos pueden ser absorbidos por transportadores de oligopéptidos acoplados a H+
que utilizan un gradiente de protones electroquimico transmembrana como fuerza de
transporte de amplia especificidad. La familia de transportadores de oligopéptidos acoplados
a protones SLC15 consiste en cuatro isoformas diferentes: transportadores de péptidos 1y 2
(PEPT1/SLC15A1 y PEPT2/SLC15A2) y los transportadores péptido-histidina 1 y 2
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(PHT1/SLCA4 y PHT2 SLCABJ). El transporte paracelular para oligopéptidos es una via
acuosa que implica la difusion del péptido en el espacio extracelular entre las células
adyacentes que se limita por uniones estrechas de las células (21). Los péptidos mas grandes
son internalizados principalmente las vias endocitica en la membrana celular por las rutas de

clatrina, caveolas y macropinocitosis (20, 22).

Potencial hipoglucemiante de péptidos de frijol: métodos y modelos de

evaluacion

La investigacion acerca del potencial biologico de péptidos o hidrolizados de proteina
de frijol se ha enfocado en su potencial efecto antiinflamatorio, antioxidante,
antihipertensivo, anticancerigeno y antidiabético. Estos estudios utilizan diferentes modelos
para evaluar el potencial biologico de dichos péptidos o hidrolizados de proteina de frijol
entre los que se encuentran modelos in silico, in vitro e in vivo. Sin embargo, no existen
estudios clinicos para validar el efecto bioldgico de estos extractos o hidrolizados de proteina

de frijol.

El potencial antidiabético de los hidrolizados de frijol ha sido estudiado recientemente
(Tabla 2). En general la primera aproximacion para diagnosticar el potencial bioldgico de
compuestos bioactivos es mediante el uso de ensayos in silico, lo cual permite de manera
rapida y econdmica predecir el potencial bioldgico de dichos compuestos. Este tipo de
ensayos incluye revisiones de bases de datos, por ejemplo, en el estudio de péptidos
bioactivos la base de datos “BioPep database” recopila informacion sobre el potencial
bioldgico de diferentes péptidos y secuencias de proteina. Esta prediccion es valida cuando

se ha logrado caracterizar las secuencias de péptidos dentro del hidrolizado (18, 23, 24).

Por otra parte, el modelado computacional ofrece una amplia gama de aplicaciones en
la busqueda del potencial biologico de péptidos, ya que se puede evaluar el potencial de estas
secuencias de aminoacidos para interactuar o bloguear enzimas, receptores o proteinas de
sefializacion importantes como blancos moleculares en el tratamiento enfermedades cronicas.
Por tanto, el potencial hipoglucemiante de estos péptidos de frijol ha sido evaluado por medio

de simulaciones computacionales para medir la interaccion entre péptidos y algunos blancos
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moleculares relacionados con diabetes como son las enzimas a-glucosidasa, a-amilasa y

dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V), asi como con los transportadores de glucosa GLUT2 y

SGLT1 mediante la plataforma DockingServer.

Tabla 2. Generacion y modelos de evaluacion del potencial antidiabético de peptidos de frijol

Variedad de Frijol Procesamiento Enzima Funcién biologica Modelo usado Reference
Tripsina, Flavourzima, - )
Aislado de proteina Proteinasa k, _Inh_lb_ldor de DPP .IIV’ il delad
. de frijol proceso Termolisina 3nh?b}d°r Qe c-amilasa In silico, modelado Mojica y de
Negro-Otomi P : - inhibidor, inhibidor de  computacional, <
térmico 20 min, Alcalasa, Pepsina, | i bioquimi Mejia, (18)
121C Papaina a-glucosidasa, ensayos bioquimicos
Quimotr’ipsina capacidad antioxidante
Inhibicién de ECA,
. inhibicién de DPP-IV,
E?\fk'ggtg’rsaid’ Precocido, alta Pensina-pancreatina inhibicion de a- In silico, ensayos Mojica et al.
Nortyh‘ern temperatura/presion P P amilasa, inhibicion de  bioquimicos (23)
a-glucosidasa,
capacidad antioxidante
Pinto-Bayacora,
Pinto-Bravo, Pinto-
Centenario, Pinto-
Saltillo, FJ-Ledn, FJ-
Marcela, FM- . . Inhibidor de ECA, ..
Eugenia; FM-67, 'g;sflﬁqgl de proteina Pepsina/pancreatina inhibidor de DPP-1V, In silico mgl;gaé‘?e
FM-199, FM —202; ! capacidad antioxidante )a,
Negros, Negro-
Frijozac, Negro-
Otomi, Horizonte,
Pontal, Perola
Inhibicién de a- Modelado
Negro 8025 y Pinto .. . amilasa, a-glucosidasa cpmputaaonal, n Oseguera-
Frijol duro de cocer Alcalasa, Bromelina . .°."" " vitro INS-1E Células  Toledo et al.
Durango inhibicion de NO,
- . . B, ensayos (25)
secrecion de insulina YT
bioguimicos
Inhibidor de ECA,
Negro-Otomi . inhibi.dor de D.PP._IV‘ In silico, modelado ..
- ' Aislado de proteina . . capacidad antioxidante, - Mojica et al.
Horizonte, Pontal, . Pepsina/pancreatina s e, computacional,
de frijol inhibicion de a- PR (26)
Perola . ensayos biogquimicos,
glucosidasa y a-
amilasa
Secrecion de Insulina,
Nearo 8025 v Pinto reduccién de ROS, In vitro INS-1E Oseguera-
Du?an o y Frijol duro de cocer Alcalasa, Bromelina metabolismo de Células B, 3T3-L1 Toledo et al.
g diabetes, acumulacion  adipocitos (27)
de lipidos
Aislado de proteina Absorcidn de glucosa, Lg;'“j&c?;%i?lado
Nearo-Otomi de frijol proceso Alcalasa inhibicion de ROS, ensapos bio ul',micos Mojica et al.
g térmico 20 min, glucosa postprandial, Y g " (28)

121C

Insulina,

in vitro células Caco-
2, in vivo ratas Wistar

ECA: enzima convertidora de angiotensina; DPP-1V: dipeptidil peptidasa 1V; NO: 6xido nitrico; FJ: flor de Junio; FM: flor de mayo;
ROS: especies reactivas de oxigeno.
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Por medio de estos ensayos se puede predecir la interaccion de dichos compuestos con

aminoacidos en el sitio catalitico de enzimas o en los motivos de los transportadores (Fig. 3)
(18, 25, 26).

Ser31
Asn32

Asp38 Trp38sp34

As

Trp81

------- Hydrogen Bond
— Polar
Hydrophobic

Fig. 3. Ejemplo representativo del péptido KTYGL interactuando en el sitio catalitico de la

enzima a-glucosidasa. Adaptado de Mojica et al. (26).

Por otra parte, mediante estudios in vitro se evaluo el potencial de los péptidos de frijol

para disminuir la absorcion de glucosa en células intestinales, estimular de secrecién de

insulina en células B pancreaticas, aumentar la internalizacion de glucosa e inhibir la

acumulacion de lipidos en adipocitos, asi como la disminucion de especies reactivas de

oxigeno en células B pancreaticas y células Caco-2 (25-28). Mojica et al. (28) reporto el

potencial hipoglucemiante de los péptidos de frijol en curvas de tolerancia a la glucosa en

ratas Wistar sanas y en un modelo de ratas Wistar con hiperglicemia inducida por

estreptozotocina. Estos resultados confirman el poder hipoglucemiante de los hidrolizados

de frijol y correlacionan positivamente con lo reportado en analisis realizados por medio de

simulaciones computaciones y cultivos celulares.
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Perspectiva a futuro

Actualmente, no existe reporte de estudios clinicos con suplementos a base de
hidrolizados de frijol. Sin embargo, su potencial utilizacién como ingrediente en alimentos
depende de varios factores como su naturaleza proteica y susceptibilidad a hidrdlisis
subsecuente por enzimas gastrointestinales, baja biodisponibilidad, sabor amargo,
higroscopicidad, e interactuaciones con la matriz alimentaria. En este sentido, es importante
utilizar mecanismos de proteccion y de liberacion como la encapsulacion que permita a estos
compuestos llegar intactos al érgano deseado, mejorando su biodisponibilidad y propiedades
organolépticas. En la Fig. 4 se enlistan las ventajas y desventajas de materiales utilizados
para encapsular péptidos bioactivos como son otras proteinas, polisacaridos y lipidos. En
donde los sistemas de proteinas y polisacaridos pueden enmascarar sabores indeseables y
reducir la higroscopicidad de los péptidos, y los sistemas lipidicos mejoran la
biodisponibilidad y bioestabilidad de péptidos encapsulados (29).

Ventajas: Nutricidn, emulsificante, gelificante.
Proteina
Desventajas: Alta energia para nanoescala,
material similar.
Materiales para Carbohidratos Ventajas: Estable, bajo costo.
encapsulacion is3cari ,
pSue (Polisacaridos) Desventajas: Alta energia para nanoescala,
de péptidos . .
grupo funcional reactivo.
Ventajas: Baja energia para nanoescala,
Lipidos
Desventajas: Oxidacion, inestabilidad térmica.

Fig. 4. Materiales con potencial aplicacion en la encapsulacién de péptidos bioactivos.
Adaptado de Mohan et al. (29).
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En tales circunstancias, la seleccion de la tecnologia de encapsulacion y entrega
dependera de un estudio de costo/beneficio, ademas del entendimiento de los mecanismos y
cinéticas de liberacion, estabilidad en el tracto intestinal, biodisponibilidad, bioactividad
fisioldgica de los péptidos encapsulados y producto alimenticio que se utilizara como

vehiculo de entrega.
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Introduccion

Las proteinas, desde un punto de vista nutricional, son fuente de energia y aminoacidos,
los cuales son necesarios para el crecimiento y desarrollo, ahora bien, funcionalmente, las
proteinas contribuyen a las propiedades sensoriales y fisicoquimicas de los alimentos. En los
ultimos afios se ha reconocido que las proteinas dietarias son ademas una fuente importante
de péptidos biol6gicamente activos. Tales péptidos son inactivos dentro de la secuencia de la
proteina de origen y pueden ser liberados a través de diferentes mecanismos: hidrolisis por
enzimas digestivas, fermentacidn por microorganismos proteoliticos y/o a través de la accion
de enzimas derivadas de microorganismos o plantas (Korhonen y Pihlanto, 2006).

Los péptidos bioactivos han sido definidos como fragmentos de proteinas que tienen
un impacto positivo en las funciones o condiciones del cuerpo y pueden influenciar su estado
de salud (Kitts y Weiler, 2003). Dependiendo de la secuencia de aminoacidos que presenten
los péptidos y sobre una administracion via oral, los péptidos bioactivos pueden llegar a
afectar ya sea al sistema cardiovascular, digestivo, inmune o nervioso. Dentro de las
propiedades reportadas para péptidos bioactivos obtenidos por los mecanismos mencionados
previamente, se encuentran la de disminucion de la presion sanguinea por medio de la
inhibicidn de la enzima convertidora de angiotensina (ACE, por sus siglas en inglés), efecto
antiobesidad, capacidad de disminucién de los niveles de colesterol, actividades
antitrombdtica y antioxidante, aumento en la biodisponibilidad/absorcion de minerales,
efecto cito- o inmuno-modulador, antimicrobianos y actividad opioide, entre otras (Hartmann

y Meisel, 2007). Por lo que, el término bioactivo se ha sugerido que sea utilizado solamente
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para péptidos que muestren modulacion in vivo de condiciones fisiologicas durante
experimentacién humana y/o animal (Aluko, 2015).

Algunos fragmentos de la secuencia de proteinas alimentarias pueden ser liberados por
hidrolisis y una vez que son liberados pueden llegar a mostrar alguna actividad biolégica.
Dichos fragmentos o péptidos bioactivos usualmente son generados in vivo por la accion de
las enzimas gastrointestinales e in vitro se pueden obtener por medio del uso de enzimas
especificas o bien producidos durante el procesamiento de ciertos alimentos (Aleixandre y
Miguel, 2012).

Hoy en dia se han identificado péptidos bioactivos con capacidad inhibitoria de la ACE,
siendo la mayoria de dichos péptidos de bajo peso molecular y derivados principalmente de
diferentes proteinas como la caseina, lactoalbumina y lactoglobulina. Varios de los
hidrolizados de las proteinas del suero digeridos con enzimas como pepsina, tripsina y
proteinasa K han mostrado efecto hipotensivo cuando se han administrado a ratas
espontaneamente hipertensivas (Costa y col., 2005). La combinacién de pepsina-pancreatina
0 pepsina-quimotripsina-tripsina usualmente es utilizada para simular la degradacion

intestinal de las proteinas alimentarias en humanos.

Fuente de péptidos bioactivos:

De las fuentes mas estudiadas para la obtencion de péptidos se encuentran las proteinas
de la leche (caseinas, proteinas del suero), de la carne (principalmente pescado), asi como las
proteinas del huevo (Korhonen y Pihlanto, 2006). Ahora bien, las plantas constituyen una de
las méas abundantes fuentes de biopolimeros comestibles, especialmente proteinas, debido a
que son ubicuas en la naturaleza, ya sea como proteinas de reserva, importantes para el
crecimiento de la plantula, o como proteinas funcionales tales como enzimas, hormonas o
componentes de membrana (Aluko, 2015). En cuanto a fuentes vegetales, se han obtenido
péptidos a partir de proteinas de cereales y de leguminosas, entre otras (Li y col., 2005; Cho
y col., 2004; Megias y col., 2004; Yust y col., 2003; Pedroche y col., 2002; Miyoshi y col.,
1991). Las fuentes de proteinas/péptidos de origen vegetal, tienen a su favor el menor costo
que representa obtenerlas, asi como su disponibilidad, en comparacion a las de origen animal.
Puntualmente, se han obtenido péptidos a partir de ajonjoli (Nakano y col., 2006), del frijol

mungo (Li y col., 2005), de soya (Cho y col., 2004), de semillas de girasol (Megias y col.,
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2004), garbanzo (Yust y col., 2003), chicharo (Pedroche y col., 2002) y de maiz (Miyoshi y
col., 1991), entre otros.

Péptidos antihipertensivos:

La ACE cataliza la etapa de la reaccion del sistema renina-angiotensina que produce
una potente vasoconstriccion y puede también hidrolizar e inactivar la bradiquinina (Segall
y col., 2007). Consecuentemente, la ACE ha sido investigada como el principal blanco para
desarrollar medicamentos y productos naturales antihipertensivos. Aunque los medicamentos
que inhiben ACE se prescriben clinicamente para reducir la presion sanguinea, llegan a
generar efectos secundarios provocando que se dejen de usar.

Las proteinas de origen vegetal pueden ser sometidas a hidrélisis enzimatica con la
finalidad de generar un amplio rango de péptidos inhibidores de la ACE, o bien se pueden
combinar métodos que permitan obtener una mayor produccion de dichos péptidos, por
ejemplo, proteina de germen de trigo pretratada con ultrasonido generd péptidos con mayor
actividad inhibitoria de ACE (~32%) comparada con la misma proteina sin tratar (Huang y
col., 2014). Para el caso de proteinas de chicharo pretratadas con altas presiones (600 MPa),
Chao y col. (2013) obtuvieron un incremento significativo de actividad inhibitoria de ACE.
Resultados similares fueron obtenidos por Garcia-Mora y col. (2015) para las proteinas de
lenteja sometidas a altas presiones de 300 MPa.

Los tratamientos como ultrasonido o altas presiones, son utilizados para aumentar el
desplegamiento de las proteinas, lo cual incrementa la exposicion de enlaces peptidicos
susceptibles, permitiendo asi, alcanzar una mayor hidrdlisis y usualmente, mayores niveles
de péptidos activos.

Ledn-Espinosa y col. (2010) reportaron la obtencion de péptidos con actividad
antihipertensiva a partir de hidrolizados de las proteinas de la semilla de lenteja mediante el
uso de tripsina, quimotripsina y pancreatina. En el mismo tenor, Vioque y col. (2006),
encontraron este tipo de péptidos en diversos hidrolizados proteicos vegetales como los de
garbanzo obtenidos por el uso de alcalasa, a partir de proteinas de girasol utilizando pepsina
y pancreatina y en colza también con alcalasa. En el caso particular del girasol, el péptido
obtenido con actividad inhibitoria de ACE, fue secuenciado y encontraron que su secuencia

correspondia a un fragmento de la proteina tipo globulina 11S, la heliantina. Es decir,
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encontraron que la proteina de reserva mayoritaria del girasol es una fuente de péptidos
inhibidores de ACE. También se ha reportado que los péptidos obtenidos a partir de la semilla
de ajonjoli, utilizando papaina como la enzima hidrolizante, poseen actividad inhibitoria de
ACE (Nakano y col., 2006).

Li y col. (2002) evaluaron la capacidad de las proteinas de trigo sarraceno para inhibir
la ACE y encontraron una concentracion de 0.36 mg de proteina/mL necesaria para inhibir
el 50% de la actividad enzimética (ICso). Posteriormente, sometieron a hidrdlisis con pepsina
a las proteinas no encontrando una mejora en la actividad, sin embargo, cuando utilizaron
pepsina, seguida de quimotripsina y tripsina, obtuvieron un incremento significativo en la
actividad inhibitoria con ICso de 0.14 mg de proteina/mL. Sin embargo, a fin de que los
péptidos que tienen potencial aplicacion como agentes antihipertensivos se requiere de
confirmacion de la actividad en estudios in vivo ya sea con modelo animal o humano (Aluko,
2015).

El uso de péptidos potencialmente bioactivos depende de su biodisponibilidad después
de administracién oral, asegurando su efecto en el drgano o tejido blanco. Los péptidos que
resisten el proceso digestivo y llegan intactos al intestino pueden tener una funcién local o
pueden ser capaces de atravesar el epitelio intestinal, entrar al torrente sanguineo y tener un
efecto sistémico. Po lo tanto, es importante estudiar la estabilidad de los péptidos durante la
digestion, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion. Las células epiteliales del
intestino delgado son el primer sitio de absorcion de nutrientes tales como glucosa y
aminoéacidos. Algunos oligopéptidos son extracelularmente hidrolizados por enzimas en la
membrana del epitelio intestinal y citoplasma, produciendo aminoéacidos que pueden ser
absorbidos en la mucosa intestinal (Oseguera-Toledo y col., 2014).

De los péptidos antihipertensivos que han sido aislados de proteinas de origen vegetal,
los derivados de las proteinas de soya son de particular interés. EI primer estudio de este tipo
de péptidos se realiz6 en 1995, donde obtuvieron hidrolizados de proteinas de soya con
actividad inhibitoria de ACE (Shiny col., 1995) y con actividad antihipertensiva (Yu y col.,
1995).

Siguiendo con las proteinas de soya, Wu y Ding (2001) utilizaron alcalasa para
hidrolizar dichas proteina y obtuvieron péptidos con actividad inhibitoria de ACE y actividad

antihipertensiva. Hoy en dia se han seguido obteniendo derivados de soya con actividad
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inhibitoria de ACE por medio de digestion secuencial de las proteinas de soya con pepsina y
pancreatina (Lo y Li-Chan, 2005). Por otro lado, Cha y Park (2005) obtuvieron hidrolizados
de proteinas de soya con alta actividad inhibitoria de ACE utilizando proteasas derivadas de

Bacillus sp.

Mecanismos implicados en el efecto antihipertensivo de los péptidos

Dentro de los mecanismos implicados en el efecto antihipertensivo se pueden
mencionar la capacidad de inhibicion de ACE, el efecto vascular o la capacidad antioxidante.
Siendo entre estos, la capacidad de inhibicion de ACE, el principal mecanismo implicado en
el efecto antihipertensivo de los péptidos. La actividad de ACE es decisiva para la eficacia
del sistema renina-angiotensina, el cual juega un papel importante en el mantenimiento de la
presion arterial (Martinez-Maqueda y col., 2012).

La relacion entre la capacidad antihipertensiva y antioxidante de muchos compuestos
cada dia es mas clara. En el caso del sistema renina angiotensina, uno de los principales
efectos dafiinos de la angiotensina 11 es un incremento en la formacion de especies reactivas
de oxigeno, debido a que la angiotensina Il activa una potente oxidasa de membrana
produciendo perdxido de hidrogeno y el anion superoxido (Dzau, 2001; Laursen y col.,
1997).

En relacién a la capacidad antihipertensiva y antioxidante, el captopril presenta ambas
capacidades y hoy en dia se ha reportado que diferentes compuestos que presentan actividad
antioxidante tienen la habilidad de inhibir ACE in vitro. Tales compuestos pueden reducir la
presion arterial por medio de la combinacion de accion vasodilatadora y antioxidante (Baykal
y col., 2003).

La inhibicion in vitro de la formacién de angiotensina 11, la cual refleja la interaccién
de un compuesto dado con ACE es una prueba comun en la evaluacion de efectos
antihipertensivos. La capacidad de inhibicion de ACE se expresa usualmente como ICsp,
siendo el valor de I1Cso una aproximacion del posible efecto antihipertensivo que pudiera
mostrar in vivo (Li y col., 2005). El captopril es uno de los medicamentos considerados como
prototipo para la inhibicién de ACE, el cual presenta un valor de 1Cso cercano a 0.02 uM.

Hablando de la medicion de la capacidad de inhibir ACE in vitro, en el caso de

hidrolizados y péptidos derivados de proteinas alimentarias, se han utilizado técnicas
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espectrométricas, fluorimétricas, cromatograficas, asi como también, de electroforesis
capilar. Sin embargo, siempre se debe de tener en mente que la determinacion de la actividad
de inhibicion de ACE es solo el inicio del proceso de seleccion de péptidos con dicha
actividad, ya que muchos de los péptidos que presentan actividad inhibitoria de ACE in vitro,
no llegan a presentar dicha actividad in vivo, no ejerciendo efecto antihipertensivo. Para tratar
de explicar lo anterior, se ha postulado como una posibilidad lo siguiente:

Hidrolizados y/o péptidos de proteinas alimentarias que han mostrado actividad
inhibitoria de ACE, han presentado dificultad para alcanzar su sitio de accién en el organismo
y por consecuencia en producir el efecto fisiologico. Siendo una de las formas de
administracion la via oral, es importante que los péptidos sean resistentes al proceso de
digestion.

La hidrolisis de péptidos por pepsina en el estomago y por algunas enzimas
pancreaticas, tales como tripsina y quimotripsina, usualmente genera péptidos de menor
tamarfio los cuales llegan a presentar diferente actividad inhibitoria de ACE en relacion a los
péptidos originalmente administrados. Pueden presentar misma actividad, es decir, la
actividad inhibitoria de ACE no se ve afectada por el paso a través del tracto gastrointestinal,
o0 bien, pueden presentar menor o mayor actividad, es decir, pueden obtenerse otros productos
por la hidrolisis digestiva con menor o mayor habilidad de inhibir a ACE.

Asi, por ejemplo, el péptido Tyr-Lys-Val-Pro-GIn-Leu (YKVPQL), el cual se encontrd
en una secuencia identificada de un hidrolizado de caseina, mostro alta actividad inhibitoria
de ACE in vitro (ICso = 22uM), pero no asi actividad antihipertensiva. En el mismo
hidrolizado se identific6 otra secuencia peptidica, Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-GIn
(KVLPVPQ), la cual mostré actividad antihipertensiva a pesar de su baja actividad
inhibitoria de ACE in vitro, pudiendo lo anterior ser explicado por el hecho de que la
digestion pancreética de dicha secuencia, liberd el extremo C-terminal formando el péptido
Lys-Val-Leu-Pro-Val (KVLPV) exhibiendo una potente actividad inhibitoria de ACE in vitro
(ICso = 5uM) y fue probablemente el responsable de la actividad antihipertensiva observada

con los péptidos iniciales (Maeno, Yamamoto y Takano, 1996).
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Obtencidn de péptidos bioactivos

Hoy en dia hay un interés comercial cada vez mayor en relacion a la
obtencion/produccion de péptidos bioactivos a partir de diferentes fuentes. La produccion a
escala industrial de tales péptidos es, sin embargo, obstaculizado por la falta de tecnologias
apropiadas. Por lo que hoy en dia se considera necesario el desarrollo de tecnologias que
conserven 0 aun mejor, aumenten la actividad de péptidos bioactivos en sistemas
alimenticios.

El método mas ampliamente utilizado para la produccion de péptidos bioactivos in
vitro es por medio de hidrdlisis enzimatica con enzimas pancreéticas, especialmente tripsina.
Una vez que la secuencia de aminoacidos de la molécula es conocida, los péptidos pueden
ser sintetizados por medio de sintesis quimica (secuencias cortas) o tecnologia de DNA
recombinante (secuencias de mayor tamafo) (Moller y col., 2008).

El sabor amargo que llegan a presentar algunos hidrolizados proteicos y que llega a
dificultar su aplicacion como ingrediente en el desarrollo y formulacién de alimentos es un
reto a vencer para el area de ciencia y tecnologia de los alimentos, asi como también lo
representa la necesidad de que sean estables durante la vida de anaquel del producto. Por lo
que hoy en dia en el mercado existen pocos productos que han comprobado su efecto
antihipertensivo in vivo y se mantiene durante su vida de anaquel, ejemplo de tales productos
son Calpis® y Evolus®, los cuales contienen tripéptidos antihipertensivos (Moller y col.,
2008).
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Introduccion

En 1952, la farmacéutica Smith Kline & French (SKF) introdujo al mercado la primera
formulacién de liberacion sostenida. Durante mas de dos décadas, la comprension de la
liberacion controlada de farmacos fue establecida con base en los mecanismos de disolucion,
difusion, ésmosis e intercambio ionico. Estos sistemas de liberacion de primera generacion
permitian una dosificacion oral de una a dos veces al dia y en sistemas transdérmicos las
aplicaciones solian ser entre una vez al dia 0 una vez a la semana. La segunda generacién de
sistemas de liberacion fue desarrollada entre 1980 y el 2010. Estos sistemas son
caracterizados por mantener una tasa de liberacion de orden cero. Hidrogeles y polimeros
inteligentes sensibles al entorno, por ejemplo, pH, temperatura o niveles de glucosa, auto-
regulan la liberacion del principio activo (Park, 2014). En la dltima década, el desarrollo de
las nanociencias permitié a cientificos y tecnélogos, realizar avances significativos en el
desarrollo de nanoparticulas de la liberacion controlada dirigida especificamente a tumores
y liberacién de genes. Las nanoparticulas son referidas a aquellos materiales que contienen
tamanos de aproximadamente 1 nm a 100 nm. A esta escala, las propiedades fisicoquimicas
y funcionales de las nanoparticulas difieren a las propiedades en la macroescala (Bhardwaj y
Kumar, 2006). Durante los Gltimos afios, una incontable cantidad de estudios han sido
desarrollados con la finalidad de demostrar que la gran area superficial que ofrecen estos
sistemas, pueden mejorar la disolucion de sustancias de baja solubilidad en el tracto

gastrointestinal (Park, 2014). Algunas otras ventajas del uso de nanoparticulas son la
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facilidad de uso, reduccion del volumen de las dosis, reduccion de la viscosidad de la
formulacién, asi como una accion terapéutica méas rapida (Junghanns y Miller, 2008). Sin
embargo, estos mismos efectos puede presentar la desventaja de producir mayores efectos
secundarios o reacciones adversas en el organismo, por lo que los entes regulatorios de cada
pais deben poner un mayor énfasis en determinar nuevas regulaciones que aseguren el

bienestar de los consumidores.

Los sistemas de liberacion de tercera generacion, enfrentan cuatro principales retos
(Park, 2014), 1) autorregulacion de insulina, ej. sistemas de liberacion sensibles a la glucosa,
los cuales puedan ser capaces de liberar o no, insulina; 2) sistemas de liberacion controlada
de agentes anticancerigenos o siRNA a tumores, 3) sistemas de liberacion de larga duracion,
ej. implantes que puedan controlar la liberacion del principio activo de 6 meses hasta un afio,
y 4) desarrollo de métodos de prueba in vitro que sean capaces de predecir perfiles

farmacocinéticos.

Rutas de administracion de sustancias activas

Varias son las rutas de liberacion desarrolladas para la administracion de sustancias
bioactivas. Entre ellas podemos encontrar las inyecciones intravenosas, infusiones
intravenosas, inyecciones subcutaneas, inyeccion intra-arterial, administracion oral,
sublingual o bucal, oftdlmica, topica, rectal, transdermal, vaginal e implantes de liberacion
controlada. Entre todas ellas, la via de administracion oral es una de las rutas de
administracion de mayor aceptacion por los consumidores. Sin embargo, esta forma de
administracion presenta la desventaja de una limitada absorcion de muchas de las sustancias
activas, asi como la posible degradacién de las mismas antes de la absorcion (Saltzman,
2001).

El disefio de sistemas de liberacion por la via oral requiere del conocimiento adecuado
de diversos factores farmacocinéeticos y farmacodinamicos (dosis, tasa de disolucion,
mecanismo de transporte de masa que involucra al proceso de liberacion y la determinacion
cuantitativa de la cinética de liberacidn), asi como de las caracteristicas de los polimeros (tipo

y peso molecular, composicion, estructura), sustancia activa (solubilidad, estabilidad, carga,
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interaccion con la matriz y propiedades fisicoquimicas), medio de liberacion (pH,
temperatura, fuerza ionica, enzimas, polaridad y presencia de coadyuvantes) (Andreetta
2003, Lavifia, Angulo et al. 2004). Para una dosis, la cantidad de particulas tomadas en
exceso, podrian resultar en efectos toxicos en el organismo, asi como en una baja absorcién
del principio activo, lo que podria generar una baja accion terapéutica (Bhardwaj y Kumar,
2006).

El comportamiento de estos sistemas depende factores fisiologicos, incluyendo la
temperatura, volumen y composicion de los fluidos gastrointestinales, enzimas, transito y
movilidad géastrica, microflora bacteriana y el pH; estos son influenciados por el sexo,
actividad fisica, la edad y habitos alimenticios. Estos pardmetros deben considerarse para el
disefio de sistemas de liberacidn; sin embargo, la variabilidad y complejidad de estos factores
no se toma en cuenta en las pruebas in vitro. De hecho, la variabilidad entre individuos y
poblaciones especificas es significativa, por lo que es necesario la evaluacién y validacion
de los sistemas de liberacion en modelos preclinicos adecuados (McConnell, Fadda et al.
2008). Entre mayor sea la comprension de los parametros que interfieren en la liberacion,
mejor sera el disefio y por ende mejor seré la correlacion in vitro- in vivo (Benita 2005). Los
sistemas de liberacién de moléculas tienen diversas morfologias internas y externas, las

cuales determinan su estabilidad y funcionalidad (Davidov-Pardo, Joye et al. 2015).

Modelos de liberacion de sustancias activas

Las cinéticas de liberacion pueden ser comprendidas empleando varios modelos

basados en su naturaleza, mediante modelos tedricos, semi-empiricos o empiricos (Tabla 1).
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Tabla 1. Modelos matematicos de cinéticas de liberacion (Flores y Kong, 2017).

Modelo Ecuacién Detalles

Modelos tedricos

Difusion Fickiana (pell'cula Mt 8 Dt Tiempos |argos' 04 < M <1
_ = 1 — _exp —_ . > Mo Y
delgada) M, 2 44z
Tiempos cortos: 0 < % <0.6
M, A Dt ®
M, . |md?
Difusion Fickiana (esfera) M, 6 m2Dt Tiempos largos
T A
M, Dt 3Dt Tiempos cortos

Modelos semi-empiricos

Higuchi M, M,
b ktOS 0.1<—<06
M., M,
- i M m ifusic
Peppas-Sahlin Mt kgt™ + kg2, k t™ para difusion
k,t?™ para transporte caso I
Korsmeyer-Peppas / Ritger- ﬂ — kn Para particulas esféricas:
Peppas/Peppas M,

n < 0.43; Difusion Fickiana
(Transporte caso 1)

0.43 <n<0.85; no Fickiana
(difusién e hinchamiento)

n > 0.85; transporte caso II

n > 1; transporte super caso Il

Abreviaciones: dc, dimension caracteristica; M; (0 Qy), cantidad (o fraccion) liberada después del tiempo t; M.

(0 Q) cantidad (o fraccién) liberada en equilibrio.
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Tabla 1 (continuacion). Modelos matematicos de cinéticas de liberacion.

Modelos empiricos

Orden cero M, Fraccion liberada
M, 100(1 — kt) independiente de la
concentracion inicial
M,
ML ke Fuente de actividad
constante
Q¢ = Qo — kt
Primer orden M, Kt Fuente de actividad no
M, 100(1 = ™) constante
i (1 Mt) = —kt
n )~

InQ; = InQ, — kt

Abreviaciones: M; (0 Qy), cantidad (o fraccidn) liberada después del tiempo t; M., (0 Q) cantidad (o fraccidon)
liberada en equilibrio.

Los materiales encapsulantes generalmente liberan su contenido por difusion Fickiana
o en multiples etapas. La solucidn analitica de las ecuaciones Fickianas pueden simplificarse
de acuerdo a su geometria. Estos modelos tedricos pueden utilizarse para comparar
coeficientes de difusion de un bioactivo con diferentes matrices acarreadoras, diferentes
concentraciones de matrices o para evaluar la posible desviacion del estado estacionario de
las ecuaciones empiricas (Flores y Kong 2017). Por otra parte, la ecuacion semi-empirica de
Korsmeyer-Peppas permite identificar el o los mecanismos (difusién, hinchamiento o

erosion) que predominan en la liberacion a través del exponente n.

La cinética de orden cero es la tasa de liberacion del principio activo mas deseable con
el fin de minimizar oscilaciones de la concentracion del bioactivo en la sangre. La Fig. 1
muestra el perfil de concentracion del principio activo sobre el plasma cuando estos son

administrados desde sistemas de liberacion de dosificacion rapida. Generalmente, existe un
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rango deseado del principio activo a nivel plasmatico en el cual se puede garantizar el efecto
terapéutico, mientras que una baja o elevada concentracion de éste podria exponer al paciente
a los niveles de baja eficiencia terapéutica o toxicidad del principio activo, respectivamente.

Fango toxico

/-\ Orden cero Efecto terapéutico

Liberacion sostemida

Fango Subterapéutico

Liberacion inmd

¥

Fig. 1 Perfiles de concentracién del principio activo (Adaptado de Siegel y Rathone, 2012).

Si se requiere de una interpretacion profunda de los fendmenos que ocurren en la liberacion
es recomendable utilizar métodos matematicos exactos, ya que los modelos semi-empiricos
no tienen en cuenta en su totalidad estos parametros, sin embargo, estos Gltimos son Utiles,

por ejemplo, cuando son empleados en nuevos sistemas de liberacion.

Mecanismos de liberacion

La liberacion de bioactivos encapsulados comprende principalmente tres etapas: liberacion
superficial, difusion a través del hinchamiento de la matriz y la erosion de la misma (Peng,
Xiong et al. 2010). Siepmann y Siepmann (2008) proponen mas mecanismos como la
degradacion de la matriz (por accion enzimatica y pH), presion hidrostatica, desarrollo de

fisuras, y cambios en la geometria.
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1. Mecanismo de difusion

El proceso de difusion ocurre cuando el agente activo atraviesa el polimero que conforma el
material de barrera, estimulado por el gradiente de concentracion entre el sistema de
liberacion y el medio que lo rodea. Los mecanismos de difusion pueden ser descritos por la
ley de Fick (Siepmann y Peppas 2011), en la cual el Flux difusivo de transferencia de masa

de una sustancia es proporcional al gradiente de concentracion.

oc

]=—a

Donde, J representa el flux de transferencia de masa, D es el coeficiente de difusion del
principio activo en el medio de liberacion y 0C/0x es el gradiente de difusion del principio
activo en la direccion x. En la mayoria de estos sistemas las principales consideraciones son
1) la difusion del principio activo es limitado por la tasa de liberacion, 2) el dispositivo no
presenta un cambio de volumen relacionado con el hinchamiento, o erosion, 3) el coeficiente

de difusion de la sustancia activa permanece constante durante el proceso de liberacion.

Los coeficientes de difusion en ambientes acuosos son usualmente medidos mediante la
observacién de los cambios de concentracién en el tiempo. Usualmente, el coeficiente de
difusion de una sustancia en un medio de dispersion depende del peso molecular, forma y
concentracion de los principios activos; asi como del medio de liberacion. Para una completa
derivacion de las ecuaciones de conservacion, asi como una comprension mas profunda sobre
los mecanismos de transporte gobernados por difusidn, el lector puede consultar Siepmann y
Siepmann, (2012).

2. Mecanismo de hinchamiento

Cuando la matriz es termodinamicamente compatible con el medio, el polimero tiene la
capacidad de hincharse y el agente activo, puede difundirse hacia el exterior de la matriz. En
este tipo de mecanismo la membrana sufre una transicion de un estado vitreo a uno gelificado,
lo cual provoca una mayor movilidad de las cadenas poliméricas al interaccionar con el
medio (Andreetta 2003, Javier; Gonzalez Santos et al. 2010). La velocidad de liberacion se

determina por el proceso de transicion vitreo-gel y esta representada a través de la ecuacion
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de Korsmeyer-Peppas / Ritger-Peppas/Peppas. Esta ecuacion es el resultado de la
combinacidn de dos procesos independientes, el transporte del agente activo, que obedece la
ley de Fick, y el hinchamiento del gel. Donde, k es una constante que incorpora caracteristicas
estructurales y geométricas del sistema de liberacion, n es el exponente que indica el

mecanismo de liberacién de la sustancia activa.

En el caso de n = 1 la cinética del sistema de liberacion es de orden cero y el proceso de
liberacion es controlado por la relajacion de las cadenas poliméricas (Pothakamury y
Barbosa-Canovas 1995). En este caso, la difusion se produce a velocidad constante, mientras
no cambie la geometria del sistema durante el proceso de liberacion (transporte Caso Il). Es
decir, la sustancia activa se transporta desde la matriz de disolucién, sin que ésta se
desintegre, ej. sistemas transdérmicos o sistemas osmoticos. Cuando el valor de n es 0.50 la
liberacion sigue un mecanismo de difusion de tipo Fickiano o transporte caso I. Una difusion
anomala o no Fickiana se produce cuando los valores de n son mayores que 0.50 y menores
de 1.

Peppas y Sahlin (1989) propusieron una ecuacion para un sistema de cualquier formay en la
cual Kq representa la contribucion del mecanismo Fickiano y K representa la contribucion al
mecanismo de relajacién de las cadenas poliméricas y n es el exponente de difusion Fickiano
(Tabla 1).

3. Mecanismo de erosion

La erosion se define como el proceso de pérdida de material de la masa de polimero
(Gopferich, 1996) y se presenta de dos maneras: heterogénea y homogénea, dependiendo de
la hidrofobicidad y morfologia del polimero. En el primer caso, la escision de la cadena
polimérica es mucho més rapida que la penetracion de agua en el sistema. En consecuencia,
el proceso de degradacion o erosion afecta predominantemente en la superficie. Por el
contrario, si la penetracién de agua es mucho mas rapida que la escision de la cadena
polimérica, todo el sistema se humedece rapidamente y la degradacion ocurre en todo el
polimero (erosion homogénea) (Langer y Peppas, 1983). La erosion heterogénea es deseable
debido a que puede conducir a una velocidad de liberacion constante, independiente de las

propiedades quimicas y fisicas del agente activo (Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995).




Modelos de liberacion controlada Michel-Barba et al.

—=1-|1=-==
M

M, [ kot1"
o Cor

Donde, M: es la cantidad absoluta del agente activo liberada al tiempo t, Co es la
concentracion inicial del agente activo en el sistema matricial, M es la cantidad total del
agente activo liberada a tiempo infinito; ko constante de velocidad de erosién; r es el radio de
la geometria de la matriz (esfera, cilindro o media del espesor de una placa), n= 3 para una

esfera, n=2 para un cilindro y n=1 para una placa.

Caracterizacion de sistemas de liberacion
La liberacion de un agente activo puede estar basada en uno o una combinacién de los
mecanismos de liberacion anteriores. Siepmann y Siepmann (2011) sugieren caracterizar
fisicoquimicamente los sistemas de liberacion, antes y después de la exposicion a los medios
de liberaciéon de la siguiente manera:

1. Realizar estudios de liberacién bajo condiciones que simulen el ambiente in vivo

2. Conocer mediante estudios gravimétricos la captacion y pérdida de agua

3. Conocer los cambios de la macro o microestructura, morfologia, y porosidad

4. Monitorear la distribucion del principio activo y el agua dentro de los sistemas de

liberacion

o1

Medir las propiedades térmicas del sistema
6. Conocer el perfil de difraccion de rayos X

7. Medir las condiciones de humectabilidad y propiedades mecéanicas

Los analisis térmicos y de difraccion de rayos X pueden ayudar a identificar el estado fisico
de los compuestos bioactivos y matrices poliméricas en el sistema, especialmente en el caso
de compuestos que pueden cristalizar en diferentes formas, exhibiendo diferentes
propiedades claves como la solubilidad en soluciones acuosas (Kreye, Siepmann et al. 2011).
Una vez que se conocen los parametros especificos del sistema (p. ej. el coeficiente de
difusion aparente del compuesto en estudio), las teorias matematicas apropiadas permiten

predicciones cuantitativas de los efectos de diferentes parametros de formulacion vy

procesamiento sobre la cinética de liberacion (Seidenberger, Siepmann et al. 2011).
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Aplicaciones

La encapsulacion de bioactivos ha sido utilizada para proteger la funcionalidad de las
sustancias, mejorar la estabilidad de los compuestos de interés, enmascarar sabores
indeseables, y a su vez, pueden disefiarse para que liberen su contenido de manera
prolongada, incrementando la biodisponibilidad de los mismos (Davidov-Pardo, Joye et al.
2015). Esta tecnologia consiste en recubrir un principio activo con un material encapsulante

0 acarreador (Madene, Jacquot et al. 2006).

Uno de los biomateriales de mayor atencion en las Ultimas décadas es el quitosano. El
quitosano es un polimero biodegradable y altamente biocompatible empleado en el desarrollo
de sistemas de liberacion controlada. Gomathi, Govindarajan et al. (2014) evaluaron los
perfiles de liberacidn controlada de lenalidomida en nanoparticulas de quitosano reticuladas
por gelacion iénica con hexametafosfato de sodio. Las particulas generadas se encontraron
en el intervalo de 220 a 295 nm y una eficiencia de encapsulacion fue 99.4%. Los resultados
mostraron que el mecanismo de liberacion fue controlado por difusion, alcanzando 60% de
liberacion en un periodo de 80 h.

Por otra parte, Zou, Zhao et al. (2015) encapsularon albumina de suero bovino en
microesferas de quitosano empleando tripolifosfato de sodio y glutaraldehido como agentes
reticulantes. Las microesferas de quitosano presentaron tamafos promedio entre 5 a 10 um,
superficie lisa, alta productividad y capacidad de respuesta al pH. Estos sistemas fueron
ajustados a diferentes modelos matematicos: orden cero, primer orden, modelo de Higuchi y
modelo de Korsmeyer-Peppas. Con base en el coeficiente de correlacion, se establecié que
el modelo de Korsmeyer-Peppas fue el modelo méas apropiado para describir la cinética de
liberacion. Los valores obtenidos del exponente n fueron estimados entre 0.081 y 0.176,
sugeriendo un comportamiento de liberacion controlado por difusion.

Paini, Aliakbarian et al. (2015) prepararon microcapsulas de quitosano/dextrano
producidas por la técnica electrostatica de autoensamblaje capa por capa para encapsular
mezclas de cuatro polifenoles. La maxima eficiencia de encapsulacion fue obtenida en una
relacion de 35:65 etanol:agua, con un porcentaje de carga del 42.0 + 0.6%. En medio acido,

los polifenoles fueron liberados en ausencia de etanol en los primeros 30 min, mientras que
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para las nanocapsulas cargadas en presencia de etanol, presentaron perfiles de liberacion
dentro de los primeros 60 min. La cantidad total de polifenoles liberados fue mayor cuando
el etanol se encontraba presente en la solucion en el interior del encapsulado. Los resultados
sugirieron que las nanocapsulas a base de polisacaridos pueden ser utilizadas para encapsular

y liberar moléculas de baja solubilidad en agua.

Seidenberger, Siepmann et al. (2011) realizaron un estudio con el objetivo de controlar
simultaneamente la liberacion de multiples vitaminas (nicotinamida, hidrocloruro de
piridoxina, riboflavina 5'-fosfato, riboflavina, hidrocloruro de tiamina y nitrato de tiamina)
las cuales presentan diferente solubilidad en agua y pesos moleculares. En este trabajo se
estudiaron varios tipos de ésteres de sacarosa y triglicéridos como materiales formadores de
matrices. Las particulas fueron preparadas por granulacion via humeda, granulacion por
fusién o por compresion y molienda. En estos sistemas, el mecanismo de transporte de masa
dominante fue el difusivo. Los resultados permitieron predecir cuantitativamente los efectos

de la composicion y dimensiones de los sistemas en los medios de liberacion.

Serrano-Cruz, Villanueva-Carvajal et al. (2013) evaluaron la liberacion de compuestos
fendlicos a partir de extracto de Hibiscus sabdariffa encapsulada con mezclas binarias y
ternarias de proteina de suero, carboximetil celulosa y pectina. Los perfiles de liberacién
fueron obtenidos mediante la cuantificacion de los polifenoles totales y la actividad
antioxidante en el tiempo. Los datos obtenidos fueron correlacionados con un modelo
cinético de primer orden (R? > 0.9): B=Ao (1-exp[kt]), donde B representa la absorbancia de
los polifenoles o unidades de capacidad antioxidante en el tiempo t, k es una constante de
velocidad, y Aq es la concentracion de los polifenoles o unidades de capacidad antioxidante
en el tiempo infinito. Los autores concluyeron que, es posible controlar los perfiles de

liberacion de los polifenoles mediante el control de la composicién de la matriz polimérica.

Conclusion
La liberacion de compuestos bioactivos depende de multiples factores fisicoquimicos y
fisiolégicos. Una manera de mejorar el disefio y la comprension de estos sistemas es a través

del desarrollo de herramientas matematicas y estadisticas que permitan el ajuste y
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comparacion de modelos con el fin de determinar los mecanismos de liberacion que influyen
en una aplicacion en particular. Los modelos teodricos, empiricos y semi-empiricos tienen
ventajas y desventajas dependiendo de su aplicacion, sin embargo, todos ellos son
herramientas valiosas para la interpretacion de los fendmenos fisicos, quimicos y biologicos,

producto de la interaccion entre bioactivo, matriz y medio de liberacion.
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Todas las enfermedades empiezan en el intestino. Hipocrates (460-370 A.C.)

Introduccion

El microbioma intestinal es el conjunto de especies microbianas que predominan en el
intestino de un ser humano, y que tiene como principal funcién contribuir en el proceso de
digestion de los alimentos via actividad metabolica, impactando la fisiologia humana y
repercutiendo, tanto en la conservacion de la salud, como en la aparicién de ciertas
enfermedades tales como obesidad, diabetes tipo 2 y ateroesclerosis 2. Mientras que
nuestros genomas son esencialmente estaticos, nuestros microbiomas son inherentemente
dinamicos . Estudios de metagendmica en el intestino humano han encontrado que, el
numero de genes presentes en la microbiota intestinal, es al menos 150 veces més grande que
el conjunto de genes humanos en un individuo 3. De las mas de 1000 especies presentes en
los consorcios intestinales, 160 especies predominan en los seres humanos. La composicion
bacteriana corresponde principalmente a las especies pertenecientes al phylum Firmicutes y
phylum Bacteroides, las cuales representan mas del 90% de la densidad microbiana en el
colon y en menor medida a Proteobacteria, Actinobacteria y Euryarchaeota 3°.

La funcion del intestino, especificamente la microbiota residente, en la salud general y
el bienestar de los seres humanos es ahora reconocido como fundamental. Esta comunidad
de microorganismos tiene profundos efectos en el bienestar cotidiano de la huésped, el
suministro de energia, nutrientes, compuestos bioactivos, la desintoxicacion, y resistencia a

enfermedades infecciosas °.
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Uno de los retos hoy en dia es entender la fisiologia de los consorcios intestinales y su
interrelacion con las enfermedades cuyo entendimiento es la via para su deteccion oportuna
y tratamiento.

El Proyecto Genoma Humano fue terminado hace una década, dejando un legado de
procesos y herramientas. Actualmente, la infraestructura se enfocd hacia el estudio de los
microbios que viven en el cuerpo humano como determinantes de la salud y la enfermedad,
y ha sido denominado <EI Proyecto Microbioma Humano> ’. Dicho proyecto surge como
una esfuerzo en conjunto de los institutos nacionales de salud en los Estados Unidos para
caracterizar el microbioma intestinal, con el fin de determinar la existencia de un microbioma
humano comun y a partir de ese conocimiento, estudiar los cambios del microbioma y su
correlacion con las enfermedades humanas &,

La microbiota intestinal simbidtica modulan la salud y la enfermedad del hospedero a
través de una serie de ejes transgendmicos, metabdlicos y de regulacion inmune °. Se ha
encontrado que la interrelacion del microbioma humano con las funciones fisioldgicas del
organismo humano, son atribuibles a &cidos grasos de cadena corta, acetato, propionato y
butirato los cuales, son productos del metabolismo microbiano 8 y que a su vez modulan la
composicion de la microbiota intestinal. Algunos de los principales efectos se ilustran a
continuacion.

Tabla 1. Efectos metabdlicos y microbianos. Holmes et al. (2012)

Intervencion Efecto en la microbiota Efecto en el metabolismo
o Incrementa las Bifidobacteria y poblacion de
Prebioticos .
Lactobacillus
o _ S Produccion de acidos
(butirato, propionato y
A la inversa asociada con Bacteroides y acetato).
Fibra Actinobacteria y positivamente asociada con

Firmicutes y Proteobaccteria.

Dada la dificultad para acceder a los principales sitios del intestino, en se han
desarrollado modelos in vitro para monitorear dinamicamente los procesos microbianos en
el sitio de la actividad metabolica. Estos modelos van desde fermentaciones por lotes simples

a complejos sistemas continuos multicompartimentados. Estos ultimos incluyen diferentes
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modelos, pero enfocados en distintos parametros digestivos. Los mas intensamente utilizados
incluyen sistemas de cultivos en continuo en tres etapas, SHIME, EnteroMix, modelo Lacroix
y TIM-2. °. Un caso de éxito es el caso del modelo ex vivo desarrollado en CIATEJ (*9).

A partir de estos sistemas es posible contar con datos experimentales en cuanto a la
composicion de la microbiota, asi como también del monitoreo de metabolitos clave para el
estudio de la fisiologia de la microbiota intestinal.

La ingenieria metabdlica posee diferentes metodologias que pueden ser Utiles en el
estudio de la fisiologia de microbiota intestinal con un enfoque sistémico y que pueda ayudar
a identificar la interaccion de metabolitos clave y su rol en el metabolismo humano.

Dado la complejidad del metabolismo celular estudiarlo requiere de metodologias con
un enfoque sistémico, usadas actualmente en la ingenieria metabdlica, la cual ha cobrado

mucha fuerza en las ultimas décadas.

Ingenieria Metabolica: modelado in silico del microbioma

La ingenieria metabolica es una ciencia multidisciplinaria enfocada en el analisis y
modificacion de rutas metabolicas. La ingenieria metabdlica busca mejorar la capacidad de
produccion de metabolitos o de dotar de ciertas capacidades deseables en las células mediante
la tecnologia del ADN recombinante. En cuanto al andlisis del metabolismo celular, toma
como base las distribuciones de flujos metabdlicos * que es el objetivo medular de algunas
metodologias de la ingenieria metabdlica y cuya estimacién estd fundamentada en el
conocimiento de la estequiometria de organismos ya secuenciados.

La distribucion de flujos metabolicos constituye en si misma una radiografia del
sistema metabdlico, es decir, la esencia de su fisiologia, de su fenotipo y sus diferentes
cambios asociados a diferentes factores (dieta, composicion, pH, concentracion de
metabolitos clave) nos permiten estudiar de manera clara la interrelacion de las diferentes

especies microbianas y su efecto en el metabolismo humano.

Metodologias de ingenieria metabdlica
Diferentes metodologias se han desarrollado para el analisis del metabolismo celular y

su regulacion, sin embargo, algunas de estas metodologias requieren de informacion
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detallada de la cinética, concentraciones de enzimas y de varios cofactores que muchas veces
no es posible contar con ellas 2. Las metodologias mas comunes de la ingenieria metabolica
reportadas en literatura son: Analisis de flujos metabolicos (MFA, por sus siglas en inglés),
andlisis de rutas metabolicas (MPA, por sus siglas en inglés), anélisis y balance de flujos
(FBA, por sus siglas en inglés), analisis dinamico y balance de flujos metabdlicos (DFBA,
por sus siglas en inglés) y analisis y control metabolico (MCA, por sus siglas en inglés) entre
otros.

De todas las metodologias antes mencionadas, la metodologia FBA es una excelente
herramienta para la prediccion de la distribucion de flujos metabdlicos y que puede ser
enriquecida con datos experimentales. Su limitante es que debe ser aplicable, ya sea para el

estado estacionario o en la fase lineal de crecimiento de los microorganismos.

Balance de flujos metabdlicos (FBA), punto de partida para el

conocimiento de la fisiologia celular.

Empleando la metodologia de FBA '3, es posible desarrollar un modelo metabolico,
que a pesar de no contar con informacion de la cinética, sea capaz de calcular y predecir las
distribuciones de flujos para la red metabolica, basado en restricciones termodinamicas. La
metodologia se fundamenta en un balance de masa para cada metabolito considerado en la
red de reacciones bioguimicas. Esta metodologia ha sido usada exitosamente en bacterias
para estudiar las capacidades del metabolismo celular en E. coli %! combinando asi
satisfactoriamente la biologia in silico con la biologia experimental, y demostrando como
esta metodologia nos permite obtener una relacion cuantitativa del genotipo-fenotipo del
microorganismo.

La informacion gendmica acoplada con bioquimica e informacion especifica de cepas
de microorganismos han sido utilizadas para reconstruir redes metabdélicas para organismos
secuenciados genéticamente 2. Sin embargo, esta informacion por si sola no es suficiente
para especificar completamente la expresion del fenotipo metabdlico bajo las diferentes
condiciones de fermentacion. El fenotipo metabdlico de un microorganismo puede ser

analizado en base a distribuciones de flujos en una red metabdlica. La interpretacion y
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prediccion de distribuciones de flujos metabdlicos requiere del modelado matematico y

simulacion por computadora 2,

Modelos metabdlicos a escala gendmica (GEMS)

La secuenciacion del genoma de un sinnimero de microorganismos ha permitido el
desarrollo de los modelos metabdlicos a escala gendmica. Los modelos metabolicos a escala
gendémica (GEMSs) son colecciones de reacciones bioguimicas y los genes asociados, que
indican la existencia de proteinas en el organismo objetivo. Varios modelos metab6licos han
sido reconstruidos como por ejemplo: E. coli, Pichia stipitis, Saccharomyces cerevisiae,
Penicillinium crysogenum 2. Debido a la extrema complejidad de los trastornos de obesidad,
diabetes tipo 2 y cancer, es necesario desarrollar modelos matematicos para descifrar el papel
de sus elementos individuales, asi como todo el sistema y dichos modelos pueden ayudar a
un mejor entendimiento de las interacciones entre las bacterias en el intestino humano vy el
hospedero mediante el uso de modelos metabdlicos a escala del genoma (GEMs) 2.

La construccion de los modelos metabolicos (Fig. 1) a escala genomica, parte de bases
de datos de organismos secuenciados (KEGG, Brenda, Bio-CYC), para los cuales se conoce
la estequiometria de sus rutas metabdlicas. A partir de la estequiometria de las rutas se
construye una matriz estequiométrica, que, aunado a restricciones termodinamicas,
compartiméntales y fisiologicas hace posible el céalculo de distribucion de flujos de

metabolismo celular mediante técnicas de optimizacion lineal.

Genoma Modelo metabdlico
secuenciado Escala genémica
Asociaciones Matriz
Bases de datos gene proteina reaccién Estequiométrica

Fig. 1. Esquema global de la reconstruccion de un modelo metabdlico a escala genomica.
Shoaie & Nielsen (2014).

Los modelos metabdlicos sirven para estudiar la interrelacién en dos o mas microbios
haciendo evidente la existencia 0 no de interacciones (competencia o cooperacion). En el

caso de la competencia, los microorganismos compiten por los mismos sustratos, mientras
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que en el caso de la cooperacion, se establecen relaciones simbiéticas, como es el caso del
comensalismo (interaccion en una via) o mutualismo (interaccion de dos vias) 3. Asi las
ciencias 6hmicas desde la gendmica hasta la metabolémica requieren de conocer el fenotipo
del microorganismo a través de su fisiologia mediante la estimacion distribucion de flujos
metabolicos que es la esencia de la ingenieria metabolica. El uso de metodologias como FBA
para el estudio de la fisiologia de microbiota intestinal con un enfoque sistémico, es una de
las nuevas tendencias actuales para entender la interaccion de los microorganismos clave y

su rol en el metabolismo humano.
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Resumen

La tecnologia de ADN recombinante dio paso a una era moderna en el campo de desarrollo
de aplicaciones biotecnoldgicas, ya que permitié la posibilidad de expandir las capacidades
de los microorganismos bioldgicos para la produccién de compuestos a través de la
modificacion genética. De manera semejante, la secuenciacion gendémica ha impulsado el
uso de técnicas que permiten caracterizar y cuantificar los procesos celulares y poder
optimizar su uso para nuevas aplicaciones en la produccion de compuestos para los sectores
de alimentos, salud, quimica y energia. Como parte de las estrategias para la produccién de
compuestos con base bioldgica, los modelos matematicos y computacionales se aplican para
interpretar, evaluar datos, disefiar experimentos, caracterizar funciones y generar estrategias
de optimizacion. En un caso particular, a través del modelado matematico se ha logrado
alcanzar una vision integral del desempefio metabolico de los microorganismos y células en
funcién de los estimulos externos a los que se encuentran sujetos. Este capitulo tiene el
objetivo de introducir al lector sobre el conocimiento de los modelos y herramientas
computacionales para el modelado matematico de metabolismo celular y se mencionan

diversas aplicaciones de los modelos para la produccion de distintos compuestos incluyendo

los bioactivos.
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Introduccion

Los modelos matematicos son una representacion abstracta de la realidad. Tienen
como objetivo principal, utilizarse como herramientas para la caracterizacion de las
funciones bioldgicas, disefio de experimentos, interpretacion de datos y generacion de
estrategias para el disefio y optimizacion. Existen distintos tipos de modelos; los modelos
basados en ecuaciones diferenciales ordinarias y parciales; modelos probabilisticos
(estocasticos); ecuaciones algebraicas y modelos que utilizan algoritmos de optimizacion
(Cameron and Hangos 2001) . Un modelo debe tener un caracter predictivo, es decir, poder
simular nuevas condiciones de manera exacta. Los modelos matematicos son ampliamente
usados en campos de la Ingenieria, Fisica y Matematicas, y en las Gltimas dos décadas han
adquirido mayor relevancia en el campo de la Biologia. Un ejemplo del uso de modelos
matematicos es el caso del modelado matematico del metabolismo celular. El objetivo de
este tipo de modelos es aplicar un marco tedrico matematico para caracterizar el ajuste del
metabolismo celular ante los distintos estimulos externos y poder optimizar las funciones

metabolicas, esto es, comprender la relacion entre el genotipo y el fenotipo.

¢ Qué hace que un modelo matematico funcione? Realmente no hay una sola respuesta, pero
si hay una metodologia para construirlo y evaluar sus capacidades. Un primer paso, es que
se conozca de manera precisa el fendmeno a representar; tratandose del metabolismo, se
requiere conocer las rutas metabolicas involucradas y la relacion entre genotipo y fenotipo,
ademas de adquirir una vision sistémica de la célula.

El estudio del metabolismo y su modelado adquiri6 nuevas dimensiones gracias a los
avances de la secuenciacion genémica, ya que permitié obtener mayor informacion respecto
a la organizacion de los sistemas bioldgicos. El fenotipo de un sistema bioldgico es el
resultado de un conjunto de procesos fisiolégicos que involucran una gran diversidad
componentes como metabolitos, proteinas, ARNm y ADN, y que interaccionan de manera
dindmica respondiendo a estimulos externos e internos conformando un sistema altamente
complejo. Bajo este panorama surge una pregunta, ;Como abordar la complejidad de un
sistema de manera cuantitativa y cualitativa? La teoria de sistemas propuestas por Norbert
Wiener y Ludwig von Bertalanfy se apropié como un marco teorico para abordar los sistemas

bioldgicos. Una definicidn consenso de la Teoria de Sistemas es la siguiente:
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Si inicialmente se define un sistema, el cual es una pequefia parte del universo
con fronteras definidas y elementos operando dentro y/o interaccionando con el
exterior, se establece que todas las partes de este sistema estan conectadas y
trabajando de manera coordinada para alcanzar un objetivo especifico, y por
medio de un analisis formal de la coordinacion e interaccion de los elementos
es posible elucidar principios que involucran la composicidén y comportamiento
del sistema. Por lo tanto, aplicar teoria de sistemas tiene el objetivo de elucidar

los principios que rigen dentro del marco de analisis.

Con base en la definicion anterior la teoria de sistemas aplicada en el campo de
Biologia da origen a la bidloga de sistemas, o biologia sistematica (Systems Biology, en
inglés), en donde obviamente el objeto de estudio es un sistema bioldgico (microorganismos,
células de plantas o mamiferos e inclusive conjunto de microorganismos como la microbiota)
(Kitano 2002, Kitano 2002, Chuang, Hofree et al. 2010). Dos son los factores importantes
para el estudio de la biologia de sistemas: disponibilidad de datos y el uso de herramientas
matematicas y computacionales. La disponibilidad de datos manera masiva es el resultado de
la secuenciacion de ADN a nivel genoma ya que permitié identificar todos los genes
codificados. Eventualmente con la informacion decodificada del genoma, se impulso el
desarrollo de técnicas con la misma capacidad para generar datos masivos; la posibilidad de
cuantificar ARNm y proteinas, por ejemplo, dio paso a las técnicas dmicas®. En el Cuadro 1
se definen las técnicas dmicas mas comunes y que se conocen como las técnicas de la era
post-gendmica, ademas estas técnicas han sido utilizadas para el modelado del metabolismo
celular (Chuang, Hofree et al. 2010).

Con esta capacidad de generar datos, los procesos celulares pueden ser abordados desde
un punto de vista holistico y lograr desentrafiar el funcionamiento y organizacion entre los

componentes bioldgicos involucrados.

1 El prefijo “omica”, u “omicas” en plural, se adapta del inglés “omic”, u “omics”, respectivamente, y es un neologismo que

se utiliza para definir todas esas técnicas de la era postgenémica relacionadas con la obtencion de datos de manera

sistémica y masiva.
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Cuadro 1. Definicién de las técnicas 6micas mas comunes y cdmo son utilizadas en el modelado

del metabolismo celular.

R. Olivares

Técnica 6mica

Descripcion

Gendmica

Consiste en la decodificacion de la secuencia de ADN del genoma. A partir
de la anotacion del genoma se han construido las bases de datos que alojan
toda la informacidn referente a las enzimas que catabélizan el metabolismo
celular (Mardis 2008).

Transcriptomica

La transcriptomica cuantifica el estado de expresion genética midiendo
las abundancias de ARN mensajero. Lo que se puede interpretar en un
analisis de un estado dinamico de la célula y comprender los mecanismos
celulares activos en una determinada condicién. De manera inferencial
permite medir la actividad de las proteinas, sin embargo, la presencia de
modificaciones postraduccion no permiten la correlacion directa (Blazier
and Papin 2012, Lee, Smallbone et al. 2012).

Protedmica

La identificacion del nivel de proteinas es una indicacion directa de la
presencia las enzimas que cataboliza la reaccién metab6lica. También se
puede identificar las proteinas que regulan la expresion de la enzima. Es
una de las técnicas émicas mas complejas ya que dificilmente se logra

identificar todas las proteinas expresadas. (Bantscheff and Kuster 2012)

Metabolémica

Esta técnica tiene como objetivo cuantificar los metabolitos que
participan en las reacciones bioquimicas presentes en la célula. En los
primeros reportes de metabolémica se cuantificaban hasta 20 metabolitos
los cuales en realidad representan no mas de un 5% de los que se conocen
actualmente. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha incrementado este
ndmero de manera considerable (Kell 2006, Wishart 2011).

Fluxémica

El calculo de los balances de masa para cuantificar cdmo se distribuye la
materia a lo largo de la red metabdlica permite identificar las partes
activas del metabolismo. Estas distribuciones son guias para aplicaciones
en ingeniera metabdlica y algunas se basan en técnicas de carbono
etiquetado (Winter and Kromer 2013).

Interactémica

Las comunicaciones intracelulares se llevan a cabo por medio de las
interacciones entre genes, proteinas y metabolitos. El proceso es
altamente dindmico y es por medio de esta comunicacion que se
establecen los fenotipos celulares. Estos mapas de interacciones
conforman redes biol6gicas las cuales se pueden diferenciar de acuerdo a
su funcién, por ejemplo, redes metabdlicas, redes genéticas o redes de

proteinas, por mencionar algun ejemplo (lvanov, Zgoda et al. 2011).
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Sin embargo, el manejo y generacién de estos datos requirid de manera paralela el
desarrollo de herramientas computacionales y matematicas. Esto implico el segundo factor
en las teorias de los sistemas biolédgicos: los modelos matemaéticos, cuya finalidad es modelar

la dindmica e interacciones que existen entre los componentes (Palsson and Palsson 2015).

En la actualidad, el procesamiento de la informacion de los datos generados por las
técnicas dmicas hace referencia a las estrategias de procesamiento de datos en el campo de
informatica, es decir, el sistema biolégico se puede analizar con una aproximacion
constructivista ascendente (bottom-up) o reduccionista descendente (top-down). En la
estrategia reduccionista descendente, el objetivo es analizar el sistema biolégico con una
visién holistica, usando datos multidimensional y multivariables; haciendo uso de los
algoritmos computacionales como los que se ocupan en la minera de datos permiten un
analisis de datos dmicos para distintas enfermedades (Touw, Bayjanov et al. 2013). En la
estrategia constructivista ascendente, la descripcion del sistema se inicia a nivel molecular.
Generalmente, en este nivel es muy comun hacer uso de modelos basados en ecuaciones
diferenciales ordinarias y parciales, para caracterizar procesos bioloégicos cuyas funciones
impactan de forma global en el sistema biologico, por ejemplo, el analisis de las redes de
sefializacion de quinasas que estan involucradas en el desarrollo de cancer (Pappalardo,
Russo et al. 2016). En resumen, la biologia de sistemas implica la descripcion formal de los
sistemas bioldgicos haciendo uso de técnicas experimentales que generan datos a nivel
masivo, y el uso de herramientas computacionales y matematicas para la comprension de los
principios que rigen a un sistema bioldgico (Klipp, Liebermeister et al. 2016). Por lo tanto,
el uso de la biologia de sistemas permite abordar el modelado del metabolismo celular y la

comprension de su funcionamiento.

Organizacion del metabolismo celular

Como se menciond anteriormente, parte esencial del proceso de creacion de un
modelo matematico es comprender el funcionamiento del fendmeno observado. En esta
seccion se hace una descripcion breve del metabolismo sefialando la importancia de las partes
involucradas y, sobre todo, se tiene que tener en mente que es un proceso el cual se puede

cuantificar a través de estrategias experimentales como fermentaciones o técnicas émicas.
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El metabolismo celular es un proceso fisiologico de la célula que involucra un vasto
compendio de reacciones bioquimicas, involucrando una gran variedad de enzimas y
compuestos quimicos; generalmente denominados metabolitos. Muchos de estos metabolitos
producidos por la célula tienen un valor comercial, por ejemplo, el &cido lactico, el cual es el
compuesto base para biopolimeros de acido polilactico; o los que sirven como combustibles
que reemplazan el uso de gasolinas, como el etanol o butanol. Igualmente, estan los
compuestos bioactivos como los carotenoides, licopeno, fitoesteroles y polifenoles
(Gottschalk 2012).

Las reacciones bioquimicas que componen el metabolismo celular se organizan
formando rutas metabdlicas. Cada ruta se puede identificar por el tipo de metabolito que
involucra, ya que por medio de éstos las rutas se conectan y coordinan los procesos. La
organizacion de las reacciones permite identificar rapidamente cuales rutas pertenecen al
catabolismo y cudles al anabolismo. El catabolismo consiste en transformar moléculas
obtenidas del medio y generar la energia necesaria para que se lleven a cabo las reacciones
de sintesis de moléculas complejas y componentes celulares; estas ultimas pertenecen al
anabolismo. El objetivo global del metabolismo es transformar un sustrato (alguna fuente de
carbono como la glucosa o glicerol) en energia, poder reductor, metabolitos, mondémeros y
macromoléculas que sustentan la reproduccion celular. No es un proceso aislado, es decir,
depende de las respuestas de otros procesos celulares como los procesos de regulacion
genética, sefializacion y transporte a través de la pared o membrana celular. Como todos los
demas procesos responde de manera dindmica a los estimulos externos y es el principal actor
en determinar la cantidad de materia y energia que se intercambia para sostener la
homeostasis (Nelson and Cox 2014).

El intercambio de materia y energia que existe entre la célula y sus alrededores debe
comprenderse como el resultado de la red de metabolitos y enzimas que componen el
metabolismo. Para poder caracterizar y optimizar el metabolismo se debe cuantificar todos
los elementos funcionales y la relacion que tienen. Como se habia comentado, una vision
sistémica como la que ofrece la disciplina de biologia de sistemas puede apoyar el disefio y
analisis del metabolismo. Para lograrlo es necesario comprender el proceso metabdlico con
la perspectiva de las rutas metabdlicas y la relacion que tiene con los procesos fisioldgicos

de la célula y no solamente considerar al sistema biologico como una caja negra.
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Generalmente, para iniciar el estudio del metabolismo se comienza comprendiendo el
objetivo de cuatro rutas principales, elegidas tanto por su descubrimiento histérico como por
su funcion dentro del metabolismo, estas rutas son: la ruta de glicélisis o EMP (Embden-
Meyerhof-Parnas); el Ciclo de Krebs o el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT); la ruta
de las pentosas fosfato (RPP); y las ruta ED (Entner-Duodoroff). Actualmente, con la
secuenciacion de cientos de genomas y su anotacion, se tiene registrado que estas rutas estan
conservadas en la gran mayoria de los organismos. Esto se puede comprobar en bases de
datos como la base de datos KEGG (Kanehisa, Goto et al. 2014). Comunmente a estas rutas
se le denomina el metabolismo primario y son esencialmente las responsables del proceso
catabdlico, mientras que al resto de las rutas se le ha denominado metabolismo secundario y
son parte del proceso anabdlico.

La importancia de las rutas del proceso catabdlico se debe a que incluyen la
construccion de los doce metabolitos denominados precursores primarios (“building blocks™)
los cuales son el esqueleto para la sintesis de amino acidos, lipidos, carbohidratos y moléculas
mas complejas y de mayor tamafio. Por ejemplo, el piruvato es parte de la ruta del glicolisis
y es el precursor para la produccion de aminoacidos como la alanina, leucina, isoleucina y
valina, y también es precursor de compuestos bioactivos de la familia de los isoprenoides,
por ejemplo, el beta-caroteno (Neidhardt, Ingraham et al. 1990). En la Tabla 1 se listan los
doce metabolitos precursores y las moléculas que se sintetizan a partir de ellos tanto en el
catabolismo como en el anabolismo. Es importante mantener en mente esta informacion, ya
que el impacto de la presencia de los precursores se traduce en productividad y rendimiento
en la produccion de los compuestos de interés. También es necesario mencionar que la
produccion de muchos de los compuestos bioactivos requiere de moléculas precursoras como
los aminoacidos, tal es el caso de la produccion de polifenoles los cuales utilizan como

precursores a la tirosina y fenilalanina (Wang, Guleria et al. 2016).

La manera en que se conectan las rutas metabolicas, es decir, la red metabdlica permite
rastrear el proceso de transformacién de materia, por lo cual, el calculo de un balance de
materia nos dicta cuanto sustrato es convertido en producto y precursores para la produccion
de biomasa celular. En cuanto al balance energético, hay que tener presente que existen

metabolitos que tienen la capacidad de funcionar como cofactores para catalizar reacciones
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liberando la energia necesaria para llevar a cabo la reaccion. En términos termodinamicos se
requiere energia libre de Gibbs para balancear el proceso energético y hacer que una reaccion
sea favorable. El principal metabolito que participa en el intercambio de energia libre de
Gibbs es el ATP (adenosin trifosfato) el cual se sintetiza en el metabolismo anabolico, pero

tiene una participacion como cofactor en muchas de las reacciones del catabolismo.

La hidrdlisis de ATP en ADP (adenosin difosfato) es un proceso el cual favorece la
termodinamica de la reaccion en donde participa como cofactor y mantiene una estrecha
relacion con la eficiencia del metabolismo para formar mas células. EI ADP se regenera
nuevamente en ATP al participar como cofactor en otra reaccion. De manera cuantitativa este
proceso de intercambio de energia mantiene una relacion ATP/ADP que establece el estado
del metabolismo. La mayor fuente de ATP por medio de la regeneracion de ADP es en las

rutas del CAT vy glicdlisis.

Otro factor importante en el desempefio metabolico de una célula es el poder reductor
el cual implica la coenzima NADH (nicotinamida adenina dinucleétido). EI NADH se oxida
produciendo NAD®, y al igual que el ATP, participa como cofactor en las reacciones de
reduccion-oxidacion. Al igual que la relacion energeética, la relacion de poder reductor
NADH/NAD?. Otros metabolitos que tienen un papel semejante al ATP y NADH son el GTP
y el NADPH, respectivamente. EI GTP se produce principalmente en el CAT en células
eucariotas y se ocupa en reacciones de sintesis de proteinas. EIl NADPH participa en un par
de reacciones del catabolismo, pero al igual que el GTP participa principalmente en
reacciones del anabolismo (Villadsen, Nielsen et al. 2011).

Otra ruta metabdlica de interés debido a su impacto en la eficiencia del metabolismo
respiratorio es la denominada razon P/O, el cudl es el nimero de moléculas de ATP generadas
en por cada par de electrones intercambiados en las rutas de la fosforilacion oxidativa. En
resumen, la eficiencia del metabolismo requiere de la integracion de todos los aspectos
energéticos y reductores. Cada vez que se quiera cuantificar el metabolismo por medio de un
modelo matematico es importante comprender la presencia y ausencia de las reacciones para

poder evaluar su impacto en el desempefio metabdlico de la celula.
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Tabla 1. Lista de precursores primarios y las distintas moléculas que se pueden obtener. EI nimero de reacciones que se requieren para
producir los compuestos a partir de precursores primarios es funcion de la diversidad del metabolismo.

Bioactivos
Isoprenoides

Lipidos y carbohidratos

Palmitol-CoA, Esteroil-
CoA Oleoil-CoA,
Linoleoil-CoA

Ergosterol 'y  UDP-N-

acetilglucosamina
Bioactivos
Isoprenoides

Precursor primario Moléculas Precursor primario Moléculas Precursor Moléculas
(Ruta metabdlica) (Ruta metabdlica) primario
(Ruta
metabdlica)
Glucosa 6-fosfato Lipidos y carbohidratos Piruvato Aminoacidos Oxaloacetato Aminoacidos
(glicolisis) Inositol (glicolisis) L-alanina (TCA) L-asparagina, L-aspartato, L-isoleucina, L-
UDP-glucosa L-isoleucina prolina y L-treonina
UDP-galactosa L-leucina Nucle6tidos
L-valina Uridin monofosfato (UMP), Citidina
Bioactivos Bioactivos monofosfato  (CMP), Desoxitimidina 5'-
Polisacaridos Isoprenoides monofosfato (dTMP) y Desoxicitidina 5—
monofosfato (dACMP)
Fructosa 6-fosfato Lipidos y carbohidratos Fosfoenolpiruvato Aminoécidos Succinil CoA Produccion del grupo prostético hemo
(glicolisis) UDP-N-acetilglucosamina (glicolisis) L-fenilalanina (TCA)
Bioactivos L-triptéfano
Polisacaridos L-tirosina
Gliceraldehido 3- | Lipidosy carbohidratos Acetil-CoA Aminoé&cidos Ribosa 5-fosfato | Aminoécidos
fosfato Glicerol 3-fosfato (TCA) L-leucinay L-lisina (PPP) L-histidina y L-tript6fano

Nucleétidos

Adenosin  monofosfato  (AMP),  Guanosin
monofosfato  (GMP), Uridin  monofosfato
(UMP),  Citidina  monofosfato ~ (CMP),
Desoxicitidina ~ 5"—monofosfato (dCMP),
Desoxiadenosina  5"-monofosfato  (dAMP),
Desoxitimidina ~ 5"-monofosfato (dTMP),

Desoxiguanosina 5 -monofosfato (dAGMP).
Bioactivos

monofosfato (IGMP),
Lipidos y carbohidratos
Etanolamina y Colina

Fenoles
3-fosfoglicerato Aminoacidos alfa-Cetoglutarato Aminoacidos Eritrosa 4-fosfato | Aminoacidos
(glicolisis) L-cisteina, L-glicina y L-serina (TCA) L-arginina (PPP) L-tript6fano

Nucleétidos L-glutamato L-tirosina
Adenosin  monofosfato  (AMP), L-glutamina

Guanosin  monofosfato  (GMP), L-lisina Bioactivos
Desoxiadenosina 5"-monofosfato L-metionina Fenoles
(dAMP), Desoxiguanosina 5'- Alcaloides
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Construccion de los modelos metabdlicos del metabolismo

En el caso del modelado matematico del metabolismo el objetivo es aplicar un marco
matematico para para poder caracterizar y optimizar las capacidades metabdlicas de un
sistema bioldgico. Por lo tanto, es importante relacionar las variables medibles de forma
experimental con las variables del proceso metabdlico que se quieren analizar. Los modelos
metabdlicos se construyen a partir de la informacion de las reacciones bioquimicas
involucradas en el metabolismo, y como se habia comentado anteriormente, conocer sus
funciones y organizacion. Un primer paso para elaborar un modelo matematico del
metabolismo es realizar el listado de las reacciones de las rutas metabolicas, identificando
los metabolitos incluidos, el nombre de las enzimas que catalizan las reacciones y genes que
las codifican (gen-proteina-reaccion-metabolito) (Orth, Fleming et al. 2010). Otra
informacién importante es conocer la regulacién del gen que codifica a la enzima. Las
condiciones ambientales en las que se quiere modelar el metabolismo las percibe la célula 'y
dispara los procesos de regulacién dictando cuales genes deben estar expresado. Un ejemplo
bésico es el caso la cepa facultativa como Escherichia coli tiene la capacidad de crecer en
condiciones aerobias y anaerobias, en cada escenario las vias metabolicas involucradas son
distintas; en muchos casos la ruta del CAT se encuentra activa en el proceso aerobio y deja
de funcionar cuando se tiene el caso de crecimiento anaerobio. Estos efectos de actividad
metabdlica se ven reflejados en parametros cinéticos como tasas crecimiento, consumo y

produccién de metabolitos.

El listado de las reacciones se le denomina anotacion del metabolismo celular. En la
Tabla 2 se presenta como ejemplo de una red hipotética de seis reacciones enzimaticas. Estas
reacciones estan asociadas a la anotacion en el genoma de la levadura Saccharomyces
cerevisiae y la informacion se obtiene de la base de datos SGD (Saccharomyces Genome
Database) (Costanzo, Engel et al. 2014). Como se puede ver, la informacion est4 organizada
de tal manera que incluya la relacion gene-proteina-reaccion. Por ejemplo, para el primer
registro se tiene el nombre del gen (YDL021W) que codifica a la enzima (hexoquinasa) que
cataliza la reaccion (HXK) que transforma la glucosa en glucosa-6 fosfato. Con esta relacion
los modelos metabolicos contienen la capacidad de relacionar el genotipo con el fenotipo.

Por lo tanto, una de las habilidades necesaria para construir los modelos metabdlicos es el
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manejo de bases de datos y herramientas bioinformaticas que permitan extraer la informacion
necesaria y organizarla. Es muy importante que durante el proceso de reconstruccion del
modelo se tenga la evidencia de la existencia de cada reaccion, por lo que en ocasiones
ademas de la informacion de la base de datos, se requiere realizar una busqueda extensa de

evidencias en la literatura y en caso de ser necesario se llevan a cabo experimentos (Thiele

and Palsson 2010).

Tabla 2. Anotacion de las reacciones bioquimicas presentes en el metabolismo celular.

YDLO021W L
) Glicolisis /
hexoquinasa Glu - G6P 2711 YKL152C o
Gluconeogénesis
YOLO056W
produccion de . Metabolismo del
. G6P + ADP € 2Gli+ATP - - .
glicerol glicerol
glucosa-6 fosfato Glicdlisis /
. G6P <-> F6P 53.1.9 YKR067W o
isomerasa Gluconeogénesis
fosfofructoquinasa-  F6P + ATP <> FBP + ADP + Glicolisis /
27111  YGR240C o
1 H* Gluconeogénesis
produccion de Metabolismo del
FBP + ADP + Pi> 3 Eth+ ATP  ----- = -
etanol etanol
) Oxidacion
produccion de ATP  ADP >ATP - YKR067W o
fosforilativa
o Oxidacion
hidrolisis de ATP ATP>ADP e e o
fosforilativa
. . Sintesis de novo
adenilato quinasa ATP + AMP €&- 2 ADP 2743 YDR226W .
de nucleétidos

Para modelar un fendmeno es necesario recabar informacion sobre las propiedades de

las reacciones. De manera general, los modelos metabdlicos se basan en dos propiedades de
las reacciones bioquimicas: la estequiometria y la cinética enzimatica. La estequiometria
permite conocer la proporcion en las que los metabolitos se combinan e impone las
restricciones termodinamicas para la produccién de metabolitos. A partir de esta informacion
se puede lograr determinar los rendimientos maximos posibles. Por ejemplo, si tomamos en

cuenta las dos primeras reacciones de la Tabla 2, HXK y ENZ1, se puede calcular que el
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rendimiento maximo posible de glicerol a partir de glucosa es de 2 mol-glicerol/mol-glucosa.
Esto implica que no hay manera de rebasar este limite con la red de reacciones que se tienen,
y la tnica manera de lograrlo es modificando la red reacciones; se podria encontrar alguna
reaccion que tenga una estequiometria distinta para la produccién de glicerol. Cuando se
pretende utilizar un modelo del metabolismo para producir un compuesto de interés se debe
tener en mente que el rendimiento impacta los costos de produccién, por lo que se debe
mantener en mente esta restriccion en el disefio. En la Fig. 1 se representa la red metabdlica
y las reacciones involucradas. Esta informacion es la que se obtiene a partir la anotacion del

metabolismo.

Uy
HXK: Glu > G6P

extracelular ENZ1:G6P + ADP 3 2Gli + ATP

FGI: G6P %3 F6P
1%
PFK: F6P + ATP <& FBP + ADP + H
v
ENZ2: FBP + ADP + P, > 3 Eth + ATP
Vg
ALD: ADP 2§ ATP

Uy
ATPS: ATP - ADP

D,
ADK: ATP + AMP 32 ADP

intracelular

Fig. 1 Representacién de la red metabdlica y las ecuaciones del balance de materia. Metabolitos
extracelulares, Gli: glicerol; Eta: etanol; Glu: glucosa. Metabolitos intracelulares, G6P:glucosa-6 fosfato;
F6P: fructosa-6 fosfato; FBP: fructosa-1,6 fosfato; ATP: adenosin trifosfato; ADP: adenosin difosfato; AMP:
adenosin monofosfato. Estas reacciones se seleccionan con base en las caracteristicas metabolicas del

microorganismo y el fenotipo que se quiere simular

Ademas de la estequiometria, la cinética enzimatica es una propiedad que se puede
utilizar para el modelado. La cinética dicta la velocidad con la que un sustrato se transforma
en presencia de una enzima. Una manera de medir esta cinética es por medio de los modelos
cinéticos y sus parametros. EI mas conocido es el modelo cinético de Michaelis-Menten pero

existen otras expresiones las cuales se escogen con base en el comportamiento cinético de la
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reaccion (lllanes 2008). Este tipo de expresiones matematicas intentan captar los fenémenos
de los mecanismos enzimaticos, tales como los efectos de inhibicion enzimética y que pueden

darse de manera competitiva o no competitiva.

Cuando se han compilado el valor de los parametros asociados a la red metabdlica
bajo andlisis, el paso siguiente es construir un modelo matematico. Por medio de un balance
de materia de los metabolitos involucrados se pueden construir un conjunto de ecuaciones.
Por ejemplo, en la Fig. 2 se presentan las ecuaciones del balance de materia para cada uno de
los metabolitos involucrados en la red. En el balance de materia se consideran términos de

acumulacion, generacién, consumo y un término de dilucién debido al crecimiento celular;

ver Fig. 2.
d|[Glu]
= —v, — [Glu] = ...Ec. d[FBP
dt vy = [Glu]) e et [ ]=v4—v5—[FBP]*u ..................... Ec.6
2 dt
d[Gli] y
< T 2v, = [Glil«p ... .. Ec.2 d[ATP]
= V1 V2 Vv~ ve— [ATPlxp Ec.7
AR o —[Eth]ep <oveeee- Ec3
at . 3 gIADE] =v,+v, + +v,+2 [ADP]
dlG6P] i e q V1tV vV~ Vgt Vs Vg B i Ec.8
Te ¥ Y Ec.4 d[AMP]
e il [AMP] *p, ... ovvnnannn Ec.9
d[F6P]
=v3—vs—[F6P]*p .. ........... Ec.5

dt

Fig. 2 Balances de materia para cada metabolito de la red metabdlica de ejemplo. Los
valores de positivos y negativos de las variables v; representan las tasas de consumo y

produccion respectivamente.

En la Fig. 2 se observan nueve balances de materia que corresponden a los nueve
metabolitos de la red metabolica que se tiene como ejemplo. Las variables v; del balance de
masa son las tasas de consumo y produccion del metabolito respectivo, a estos se les
denomina flujos metabdlicos internos, o fluxes, y por conveniencia tienen unidades de
mmol/gDWC/h. Las variables bi son los flujos de intercambio entre el medio exterior e
intracelular, y mantienen las mismas unidades que los fluxes. De hecho, estos valores son los

gue se pueden obtener experimentalmente al cuantificar las concentraciones en el medio de
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cultivo y se les conoce generalmente como las tasas especificas de consumo y produccion.
Igualmente, la tasa especifica de crecimiento u (h') es un valor experimental. EIl termino
dilucion puede considerarse un término de salida del metabolito y lo que representa es el
proceso cuando una célula se duplica parte del contenido en el citosol de la célula madre se
diluye a la célula hija. Para resolver el sistema de ecuaciones diferenciales de la Fig. 2 se

pueden aplicar metodologias distintas.
Metodologias para el modelado de la red metabdlica.

Una vez obtenidas las ecuaciones del balance de materia se pueden ocupar dos
metodologias. La primera metodologia esta basada en la informacion de los pardmetros de la
cinética enzimatica y se les denominan modelos dinamicos de la red metabdlica. En este tipo
de modelos mecanisticos las expresiones de la cinética enzimaticas requieren de los

parametros cinéticos tal como se ve en la Fig. 3.

d[Glu] Voars |ATP][Glu] i -
at - s riariieng 0% % Modelado con parametros cinéticos

d[Gli]
dt

= 3 k,[ATP][G6P] — [Gli] +
Perfiles de concentracién
d|[Eth]

=2 kg [FBP]— [Eth] * pu [Eth]
dt =
>
[G6P] _ Vygyy [ATP)(Glu E
d = _ i, -k - .
T T k,[ATP)[G6P] — (ks [G6P)- K [F6P)) —[G6P] + u E
g
d[F6P £
[dt 1 _ (ky [66PI- K, [F6P)) — k, [F6P] — [F6P] +
[Glu]
d[FBP]
= ke [F6P] — k5 [FBP] — [FBP]+ pu
dIATP] Vyaer [ATPIGI] tls)
= k¢ [ATP] - —"*2————— [, [ATP][G6P] — k, [F6P] — [ATP] + p

dt Karps + [ATP][GLu]

d[AMP]
dt

= —kg ATP AMP — [AMP]* u

dIADP] _ Vg, [ATP)(Glu _
q = Karpariatriich] k;[ATP][G6P] + k4 [F6P] —[ADP] +

Fig. 3 Los modelos dindmicos hacen uso de expresiones cinéticas y sus parametros. Las
soluciones de estos modelos nos permiten entender el estado dinamico de la red por medio
de obtener los cambios de concentracion de los metabolitos en el tiempo. La ventaja de estos
modelos es que de manera explicita se pueden incluir aspectos de regulacion de cada

reaccion por medio de las expresiones cinéticas.
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En las ecuaciones se han sustituido las variables vi por expresiones tipo Michaelis-
Menten o cinéticas lineales. Debido a la informacion que se incluye del mecanismo
enziméatico se pueden incluir términos de inhibicién y regulacion (lllanes 2008). La
informacidn de esta metodologia permite obtener analisis sobre el control que existen en las
rutas metabolicas por medio de lo que se conoce el analisis del control metabolico (Moreno-
Sanchez, Saavedra et al. 2008).

La segunda metodologia consiste en omitir la informacion cinética y resolver las
ecuaciones del balance de materia en estado estacionario (Fig. 4). A este tipo de modelado
se le denominan modelado estequiométrico del metabolismo ya que se basa solamente en los
coeficientes estequiométricos de las reacciones y las tasas de consumo de metabolitos
extracelulares. Es decir, no se requiere de parametros cinéticos de las enzimas involucradas.
La capacidad predictiva de estos modelos esta en funcion de lograr compilar de forma precisa
el conjunto de reacciones que representen el metabolismo del microrganismo, tal como se
habia comentado anteriormente. Para eliminar el término de acumulacion se debe considerar
el estado estacionario del metabolismo, es decir, la concentracion de los metabolitos sea
constante. Para hacer valida esta suposicion se plantea que es posible alcanzar un estado
estacionario cuando la tasa de crecimiento de las células es constante. En este estado de
crecimiento los tiempos caracteristicos de los procesos de reaccidon enzimaticos son mucho
mas rapidos (10 s) que el proceso de duplicacion celular (10?2 s), por lo tanto, se puede
considerar que las piscinas de los metabolitos intracelulares permanecen constantes. Con esta
simplificacidn, el objetivo es obtener un sistema de ecuaciones lineales que al resolverlo nos
permite obtener los valores de los fluxes (v;) a lo largo de la red. A esta solucion también se
le conoce como la distribucion de flujos metabdlicos. Con esta distribucion se puede inferir
como opera la red metabolica bajo diferentes condiciones de crecimiento y generar
estrategias de modificacion de las vias con la finalidad de dirigir el flujo de masa hacia el

metabolito objetivo.
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Modelado estequiométrico

0= -1

_ Gw 1000000 07[v| -
0= 2%, Gi |o2000000]]|p 0
0= 3 Eth |0 0003000][f, 0
0=v1-v2 -3 GP 11100000/ 0
0=v3 =4 F6P | 0 01-10000 1=
0= v, - vs FBP {000 1-1000]/[]|" 0
0= —vy — 1y — vy + Vg — Vg AMP [0 00 00 0 0-1[|[" 0
. ADP |1 101011 2]]|v 0
0=v1+v;+V,—Vg+v7+ 274 AP L1 1040 144 Ve .
0= —vg - -V .

Fig. 4 Las ecuaciones del balance de materia se reducen para considerar una solucion en
estado estacionario. Matematicamente se tiene un sistema de ecuaciones lineales las cuales

se tiene que resolver para encontrar el valor de las variables vi.

Los célculos de la distribucién de fluxes tienen como objetivo conectar los flujos
intracelulares con los flujos de los metabolitos extracelulares. Estos Gltimos se pueden
obtener experimentalmente, por ejemplo, las tasas especificas de consumo de glucosa y de
produccién de metabolitos extracelulares se pueden cuantificar por medio de cultivos en
biorreactores operando en modo lote o continuo. Con la obtencién de datos experimentales
de flujo el sistema de ecuaciones se reescribe de tal forma que los valores experimentales
permiten tener una solucion distinta a la trivial, Fig. 5. Por ejemplo, si en total se tienen 6
metabolitos internos y 8 flujos que calcular, utilizando los principios de algebra lineal para
la solucion de sistemas de ecuaciones lineales se tienen dos grados de libertad para poder

tener un sistema determinado que nos conduzca a una Unica solucién.
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Distribucion de Flujos
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Fig. 5 La aproximacion de analisis de flujos metabolicos (MFA) se basa en calcular la
distribucion de flujos utilizando las tasas de consumo de sustratos (byy) y tasas de

produccion de metabolitos (by,;, ber) que se obtienen experimentalmente. Al elegir los datos

experimentales se logra obtener la solucion al sistema de ecuaciones lineales. Los valores vi
es la solucion del sistema de ecuaciones lineales y se denomina la distribucién de flujos, o
fluxes, la cual se puede visualizar sobre el mapa para lograr una interpretacion de la
capacidad metabdlica del microorganismo.

La estrategia para lograr soluciones Unicas con modelos estequiométricos se
denomino Analisis del Flujo Metabdlico (MFA, siglas en inglés) (Stephanopoulos, Aristidou
et al. 1998). A partir de estos modelos fue posible caracterizar las capacidades metabolicas
que tiene un microorganismo. Aunque matematicamente el procedimiento para obtener la
solucién podria considerarse trivial, la mayor complejidad surge de la seleccion de las
reacciones para lograr representar el metabolismo. Cuando comenzaron a operar los primeros
modelos del metabolismo la cantidad de informacion disponibles sobre la composicion del
metabolismo era limitada, no obstante, fue posible caracterizar el metabolismo en diferentes
condiciones de cultivo. El tamafio de los modelos incluia la informacion de decenas de
reacciones pero se formulaban de tal manera que lograban captar las caracteristicas del

metabolismo bajo las condiciones de estudio (Nookaew, Olivares-Hernandez et al. 2011).

Como se menciono anteriormente, a partir de los trabajos de secuenciacién genémica
de microorganismos, se logré tener acceso a la informacién de cientos de genes y las
proteinas asociadas (enzimas) que catalizan las numerosas reacciones que componen el

metabolismo. Por lo tanto, se comenzé a trabajar con la idea de generar modelos del
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metabolismo celular con base en un listado que involucrara la mayor cantidad de reacciones
del metabolismo. Como resultado se obtuvieron los denominados modelos metabdlicos a
escala gendmica (GSMM, siglas en inglés).

La reconstruccién de estos modelos parte de la secuencia gendémica de un
microorganismo, de datos bioquimicos y fisioldgicos. Cuando se trata de microorganismos
modelo como Saccharomyces cerevisiae 0 Escherichia coli, es posible acceder a una gran
cantidad de informacion alojadas en bases de datos las cuales pueden ser organismo-
especificas, tales como Saccharomyces Genome Database (SGD) (Costanzo, Engel et al.
2014) y Ecocyc (Keseler, Mackie et al. 2013). Otras bases de datos como KEGG (Kanehisa,
Goto et al. 2014) y Reactome (Haw, Wu et al. 2014) se centran en la organizacion de
informacién de rutas metabdlicas. Cuando se trata de microorganismos cuyas secuencias
gendémicas se generan por primera vez, se requiere de una serie de herramientas
bioinformaticas para encontrar las funciones de los genes codificados en las secuencias. Las
herramientas bioinformaticas como BLAST(Neumann, Kumar et al. 2014) permiten
encontrar genes ortologos y asociar funciones a los genes metabolicos cuando se tienen
nuevas secuencias gendémicas. Bases de datos como PFAM (Finn, Miller et al. 2014) y PDB
(Rose, Bi et al. 2013) ofrecen representan un repositorio de regiones funcionales con las
cuales se pueden asociar funciones a regiones codificantes de genes. Existen protocolos bien
definidos para poder organizar, simular y validar GSMM (Thiele and Palsson 2010). Debido
a que continuamente se genera informacién derivada de la secuenciacion y anotacién de los
genomas, se requiere de una actualizacion de los modelos de forma constante. Por ejemplo,
el primer modelo de Saccharomyces cerevisiae a escala gendémica consistia en 1175
reacciones y 708 genes metabdlicos (Famili, Forster et al. 2003, Famili and Palsson 2003,
Forster, Famili et al. 2003). Actualmente, el Gltimo modelo consenso reporta 932 genes
metabdlicos y 1865 reacciones (Dobson, Smallbone et al. 2010). La informacion en el
modelo se lista de tal manera que cada reaccion se puede asociar al enzima y el gen que la

codifica.

Debido a un mayor numero de reacciones involucradas en estos modelos, la solucion
de un sistema de ecuaciones lineales con la metodologia usada en MFA no era viable, ya que

al analizar los grados de libertad se podrian tener hasta un centenar de estos, lo que implicaba
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la necesidad de medir experimentalmente una gran cantidad de tasas de consumo y
produccion de metabolitos extracelulares e intracelulares. Debido a esto, se formul6 una
aproximacion matematica alterna para calcular la distribucion de fluxes y que est& basada en
teorias de programacion lineal. Para lograrlo, el sistema de ecuaciones lineales, que se
obtiene inicialmente de los balances, funciona como un conjunto de restricciones para un
modelo de optimizacion donde se seleccion6 una funcion objetivo que representa un objetivo

del metabolismo. En la Fig. 6 se observa la representacion del marco matematico de FBA.
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Fig. 6 La metodologia de FBA se basa en un problema de optimizacion lineal, al igual que
en MFA se hace uso de los valores experimentales de las tasas especificas de consumo y

produccién.

La primera aproximacion fue considerar la tasa de produccion de biomasa como la
funcién objetivo sujeta a una serie de restricciones los cuales son los flujos extracelulares
que se obtienen experimentalmente (Varma and Palsson 1994). A esta metodologia se le
Ilamé Anaélisis del Balance de Flujos (FBA, siglas en inglés). Este marco de modelado
permite utilizar distintos tipos de funciones objetivo que representen el estado fisioldgico de
la célula. Algunas hipoétesis que se han manejado son, la eficiencia para producir energia, la
utilizacion de nutrientes y la capacidad de producir un metabolito. Todas estas hipotesis
pueden ser consideradas para generar estrategias de ingenieria metabdlica (Schuetz, Kuepfer
et al. 2007).
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Cuando se considera una funcion objetivo como la biomasa, hay que tomar en cuenta
que ésta es una representacion de las necesidades metabolicas que tiene el sistema para
producir méas células. Estos requerimientos se cuantifican experimentalmente y se
representan como una reaccién mas del modelo a nivel de macromoléculas como proteinas,
carbohidratos y acidos grasos. Se ha reportado que la seleccién de la biomasa como funcién
objetivo es la aproximacion que mejores resultados ha ofrecido en el célculo de la
distribucion de fluxes (Feist and Palsson 2010). La validacion de un GSMM se logra al
comparar la capacidad de predecir observaciones experimentales como tasas de crecimiento,
tasas de consumo de sustratos y de formacion de productos y analisis de viabilidad. Una vez
establecida la validacién, se pueden generar aproximaciones de ingenieria metabdlica
insertando o eliminando reacciones con la finalidad de observar el efecto en la productividad

del metabolito objetivo.
Aplicacion de los modelos metabdlicos

Los modelos matematicos del metabolismo se han aplicado para la caracterizacion de los
sistemas bioldgicos dentro del campo de la biologia de sistemas. Con los modelos se han
caracterizado las capacidades metabolicas de los microorganismos. Sin embargo, cuando se
trata de la produccién de compuestos de interés industrial o médico, el modelado del
metabolismo, ademas de caracterizar, apoya a la optimizacion de la capacidad productiva de
un microorganismo. De manera natural, los modelos matematicos se han convertido en una
herramienta poderosa para la generacion de estrategias en aplicaciones de ingenieria
metabolica. La ingenieria metabdlica como disciplina se ocupa de hacer uso de las
tecnologias de ADN recombinante para modificar los flujos metab6licos por medio de

distintas estrategias dependiendo del objetivo, ver cuadro 2.
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Cuadro 2. Objetivos de la ingenieria metabdlica.

Objetivo

Estrategia

Incrementar la

y el
rendimiento de

productividad
los
metabolitos presentes en
las rutas metabdlicas.

Insertar genes heterélogos para que expresen las enzimas que
catalizan las reacciones que conducen a la formacion del
metabolito objetivo.

Deletar genes para eliminar productos no deseados.

Sobre expresar enzimas para incrementar la actividad de las

rutas.

Proveer o mejorar la
capacidad de los
microorganismos  para
metabolizar distintos
sustratos.

Modificar la capacidad de los microorganismos para consumir
distintos sustratos expresando enzimas heter6logas. Las
enzimas pueden ser transportadores especificos para los
sustratos y las enzimas que los metabolizan. Por ejemplo, la
xilosa no es metabolizada por Saccharomyces cerevisiae, por lo
gue se han incluido las rutas necesarias en la produccion de

etanol.

Sintesis de metabolitos
gue no se encuentran de

forma natural.

Aprovechando la capacidad de las enzimas para reconocer
distintos sustratos, se construyen rutas que no existen
naturalmente.

Las enzimas son manipuladas por medio de ingenieria de

enzimas para proveerles nuevas capacidades cataliticas.

Adaptacién de fenotipos
idéneos para

condiciones de proceso.

Existen bacterias como E. coli disefiadas para la produccion de
isobutanol, pero que no tienen la misma capacidad de tolerar el
estrés por altas concentraciones de alcohol, como las que podria
tener una levadura. Por medio de una adaptacién evolutiva es
posible que se desarrolle el fenotipo requerido. También la
evolucion metabdlica ha permitido mejores capacidades de las

cepas para lograr mayores productividades.

Degradacion de quimicos

no biolégicos

Para llevar a cabo la degradacion xenobidtica se incluyen rutas
metabdlicas para lograr la asimilacion metabélica. En estos

casos también se requiere de la ingenieria de los

transportadores especificos para la molécula.

R. Olivares

Una de las primeras aplicaciones de la cuantificacion de fluxes por medio de un

modelo metabdlico se realizo en una cepa de Corynebacterium glutamicum utilizada para la
produccion de lisina (Vallino and Stephanopoulos 1993). El objetivo de este estudio era

comprender a través del calculo de fluxes la forma en que operaba la red metabdlica de una
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cepa especializada en producir lisina. Las observaciones en los resultados lograron
determinar la existencia de nodos, como la glucosa-6 fosfato, que permitian localizar el flujo
de carbono para optimizar la produccién de lisina. En cuanto a microorganismos eucariotas,
como Saccharomyces cerevisiae, los primeros modelos se construyeron con la informacién
de aproximadamente 80 reacciones. Dependiendo de las condiciones de cultivo y el sustrato
utilizado se manejaron diferentes conjuntos de reacciones para simular las respuestas del
metabolismo. De esta manera fue posible diferenciar como opera el metabolismo en
condiciones anaerobias y aerobias empleando distintas fuentes de carbono como glucosa,
etanol y acetato. Como conclusion se observo la influencia que tiene la relacion P/O y el
coeficiente de mantenimiento en el crecimiento celular (van Gulik and Heijnen 1995).
Posterior a este trabajo, se llevd a cabo una anotacion mas rigurosa de las reacciones por
medio de mediciones experimentales de composicion de biomasa y proteinas, de esta manera
se logro construir un modelo para cuantificar los flujos en condiciones de cultivo anaerobias
considerando como fuente de carbono la glucosa (Nissen, Schulze et al. 1997). De los
resultados obtenidos fue interesante observar que existe un incremento en un subproducto
como el glicerol cuando se incrementaba la tasa de crecimiento y éste incremento acompafia
la disminucion en la actividad del ciclo de los CAT. La observacion conduce a evaluar que
existen otras reacciones que proveen del ATP y NADH requerido para incrementar el
crecimiento en condiciones anaerobias. EI modelo también sirvié como herramienta para
examinar la presencia y localizacion de reacciones en el metabolismo. Por ejemplo, se
consider6 en el modelo la existencia de una enzima encargada de transportar NADH de la
mitocondria hacia el citosol, al eliminar esta reaccion del modelo se encontraron
inconsistencias en los fluxes del CAT, como sugerencia, se determind la importancia del
intercambio de NADH entre citosol y mitocondria. Estos primeros resultados demostraron
que el modelado del metabolismo tiene tres propdsitos principales: la evaluacion de datos
fisiologicos y de flujos intracelulares, el andlisis del impacto que tiene en el metabolismo la
presencia o ausencia de reacciones, y la posibilidad de medir rendimientos de metabolitos
intracelulares. Partiendo de estos trabajos se asentaron los principios requeridos para lograr
tener modelos del metabolismo para poder caracterizar y optimizar las capacidades

metabolicas con miras a aplicaciones industriales.
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Al simular el efecto que tiene la reconfiguracion de rutas metabdlicas fue posible
mejorar la produccion de acido succinico en Escherichia coli (Lee and Hong 2002). Con base
en el modelo los autores propusieron rutas metabdlicas distintas a las conocidas y se
calcularon los rendimientos. Con las rutas propuestas que fueron resultado de aplicar el
modelo se generaron las cepas modificadas de forma experimental y se compararon los
rendimientos contra rutas convencionales que producen el &cido succinico. El resultado fue

un incremento en la eficiencia de Escherichia coli para producir &cido succinico.

Una de las estrategias de ingenieria metabolica que ha resultado efectivas es la
delecion de genes. Para evaluar la produccién de licopeno, un caroteno que resulta atractivo
como nutracéutico, se utilizé el GSMM de Escherichia coli y por medio de FBA se llevo a
cabo un estudio eliminacién de genes. Por medio de la simulacién sistematica de eliminacion
de genes, se logrd identificar las mutaciones que hacian posible el incremento en la
produccion de licopeno (Alper, Jin et al. 2005). En especifico, la estrategia de modelado
consistio en eliminar una por una las reacciones anotadas en el modelo y observar si la
prediccidn resultaba en un incremento de la produccién de licopeno. Sobre esta se repitio el
mismo procedimiento, pero incrementando a dos y tres eliminaciones a la vez.
Experimentalmente se construyeron las cepas mutantes con base en las predicciones del
modelo que predijeron mejores rendimientos. Como resultado se obtuvieron cepas que

lograron incrementar el rendimiento en un 40%.

Utilizando el modelo de Saccharomyces cerevisiae se exploraron las capacidades del
metabolismo redox para disminuir la produccion de glicerol e incrementar la produccion de
etanol en cultivos anaerobios. Por medio de simular con FBA la eliminacion de genes de las
vias metabdlicas, se logré generar diferentes escenarios donde se reducia el glicerol y se
aumentaba el etanol. Los resultados de la simulacion se concretaron con la obtencién de una
cepa con la capacidad de reducir el rendimiento de glicerol hasta en un 40% e incrementar
el rendimiento de etanol en un 3%, esto sin afectar la tasa de crecimiento (Bro, Regenberg et
al. 2006). Mas recientemente, con el modelo de Saccharomyces cerevisiae se exploro la
eliminacion de tres genes que resulto en un incremento de la produccion de acido succinico,
demostrando nuevamente el potencial que tienen los modelos en la prediccion de

experimentos (Agren, Otero et al. 2013). Otros casos de interés son la produccion de terpenos
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(Asadollahi, Maury et al. 2009, Sun, Meng et al. 2014) y la produccion de combustibles de

segunda generacion como butanol (Ohno, Furusawa et al. 2013).

Por medio de usar FBA y simular la construccion de vias metabdlicas, es decir la
insercion de genes, fue posible disefiar una cepa capaz de producir 1-propanol. Por medio de
la aproximacion de FBA se pudieron calcular los rendimientos teoricos de tres distintas rutas
metabolicas que conducian a la produccion de 1-propanol: la ruta nativa de treonina, una ruta
no nativa de citramalato, y una ruta que era el resultado de la combinacion de éstas. Al llevar
a cabo la simulacién con FBA usando el GSMM de Escherichia coli, se predijo que en el
escenario donde se combinan ambas rutas, se logra tener un incremento en el rendimiento
del 33%. Basados en los resultados del modelado, los autores construyeron las cepas y
lograron comprobar que, efectivamente el rendimiento fue mayor al combinar las rutas
metabolicas (Shen and Liao 2013).

Tabla 4. Casos de éxito en donde se han ocupado los GSMM y la aproximacion de FBA para generar
fabricas celulares con mayor rendimiento en la producciéon de metabolitos.

Escherichia coli (Lee, Hong et al. 2002)
Aspergillus niger (Meijer, Nielsen et al. 2009)
Saccharomyces cerevisiae (Agren, Otero et al. 2013)

Sintesis de acido succinico

Escherichia coli (Alper, Jin et al. 2005, Alper, Miyaoku et al.
2005)

Produccién de licopeno

Disminucion de glicerol e Saccharomyces cerevisiae (Bro, Regenberg et al. 2006)

incremento de etanol

Produccion de treonina
Produccion de L-valina

Optimizacion de medio de
cultivo y
produccion de &cido succinico

Produccién de butanol,
propanol, propanodiol
Sintesis de terpenos
Produccion de 4cido 3-

hidroxipropanoico

Escherichia coli (Lee, Park et al. 2007)
Escherichia coli (Park, Lee et al. 2007)

Manhemia succiniproducens (Song, Kim et al. 2008)

Escherichia coli (Ohno, Furusawa et al. 2013, Shen and Liao
2013)
Clostridium acetobutylicum (McAnulty, Yen et al. 2012)

Saccharomyces cerevisiae (Swainston, Smallbone et al. 2011)

Saccharomyces cerevisiae (Borodina, Kildegaard et al. 2015)
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En todos los ejemplos descritos, el modelo del metabolismo permite alcanzar dos
objetivos: la caracterizacion y comprension de las redes metabdlicas, y la identificacion de
genes cuya eliminacion o insercion puede incrementar la productividad de un metabolito
objetivo. En la Fig. 7 se presenta el panorama general de como se utilizan los GSMM en
ingenieria metabolica.

A pesar de los casos de éxito mencionados, aln existen limitaciones en la
aproximacion de FBA para modelar el metabolismo. La metodologia no logra predecir con
precision la sobreexpresion de una enzima o represion de la misma. En concreto, los aspectos
regulatorios de las rutas metabodlicas no estan considerados en el modelado de FBA, pero
existen nuevos algoritmos que permiten integrar parte de estos conceptos. Considerando estas
limitaciones existen trabajos de modelado cinético. En estos modelos, no sélo la informacion
estequiométrica es necesaria, también se requiere de pardmetros cinéticos. Y es precisamente,
el uso de parametros cinéticos donde aun existen limitantes para lograr aplicar con éxito los
modelos dindmicos. En comparacion con los modelos estequiométricos, la cantidad de casos
donde se han aplicado modelos dindmicos para generar fabricas celulares son pocos (Link,
Christodoulou et al. 2014).
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Fig. 7 La aplicacion de modelos metabdlicos en ingenieria metabdlica requiere de la interaccién con distintas fuentes de datos y

disciplinas. El fundamento de los modelos a escala genémica es la disponibilidad de las secuencias gendmicas para lograr una

anotacion completa del metabolismo. A partir de este listado se genera un marco matematico que interacciona con el ciclo de la

ingenieria metabdlica, proporcionando estrategias racionales para la produccion de objetivos de produccién de metabolitos.
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Los modelos del metabolismo, herramientas computacionales y los datos
‘Omicos’

Los GSMM permiten una vision holistica del sistema bioldgico con la cual es posible
abarcar una caracterizacion mas profunda del metabolismo. En consecuencia, el uso de los
modelos metabdlicos no se ha limitado solo a llevar a cabo evaluaciones con la metodologia
de FBA. Los modelos han servido como andamios para la evaluacion e interpretacion de
datos Omicos tales como, protedmica, metaboldmica y transcriptomica, por mencionar
algunos ejemplos. Con la ayuda de los modelos se logra analizar de manera sistematica los
datos émicos y lograr su integracion en la interpretacion de los resultados para dar mayor

alcance a las predicciones y observaciones (Hyduke, Lewis et al. 2013).

Pero no solo se requieren fabricas celulares con mejor capacidad de producir
metabolitos, también es necesario que tengan la posibilidad de consumir distintos sustratos
provenientes de las materias primas renovables. La hidrélisis de los materiales de
lignocelulosa provee una mezcla de xilosa y glucosa. Microorganismos como Escherichia
coli presentan el efecto de represion catabolica cuando en las condiciones de cultivo se tienen
maultiples sustratos; por ejemplo, existen casos donde la glucosa es el sustrato preferido. Para
abordar esta problematica se desarrollé el método SIMUP con el cual es posible predecir
grupos de genes que al deletarlos mejoran la co-utilizacion de sustratos (Gawand, Hyland et
al. 2013).

Como se habia mencionado, el modelado basado en FBA hace uso de algoritmos de
optimizacion, en especifico los de programacion lineal. Pero también existen otros
algoritmos de optimizacién no-lineal con los cuales se han desarrollado nuevas metodologias
de modelado matematico y poder mejorar la capacidad predictiva. Basado en un algoritmo
no lineal, la aproximacion de minimizacién del ajuste metabdlico (MOMA, siglas en Inglés)
mejora la prediccion en la distribucion de flujos cuando se eliminan genes (Segre, Vitkup et
al. 2002). Para cubrir la deficiencia de no incluir cuestiones regulatorias en los modelos
metabolicos, se han aplicado aproximaciones de optimizacion basadas en decisiones

booleanas, tal es el caso del algoritmo ROOM (Shlomi, Berkman et al. 2005).
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En paralelo al incremento de la generacion de datos sobre las reacciones existentes,
se tienen métodos basados en un uso intensivo de computo. Los andlisis de delecion o
insercion de genes se llevan a cabo de forma combinatoria entre una o mas reacciones, lo que
requiere una gran capacidad de computo. Algoritmos como Optstrain (Pharkya, Burgard et
al. 2004, Pharkya, Burgard et al. 2005) permiten conducir el analisis de insercion de rutas
metabdlicas con tres 0 méas genes y evaluar el incremento en la productividad. En el caso de
explorar combinaciones para la eliminacion de genes, las aplicaciones como Optnock
(Burgard, Pharkya et al. 2003, Pharkya, Burgard et al. 2003) y OptGene (Rocha, Maia et al.
2008) generan una gran cantidad de resultados que podrian conducir a un disefio 6ptimo

metabolico.

Perspectivas de aplicacion de los modelos metabolicos

Los modelos metabdlicos son una herramienta ampliamente utilizada para la
caracterizacion y optimizacion de la capacidad productiva de un microorganismo. En
particular, los modelos estequiométricos del metabolismo han sido ampliamente usados para
generar estrategias de ingenieria metabodlica. Se han aplicado para incrementar la capacidad
de las fabricas celulares y lograr procesos sustentables para la produccion de quimicos de
interés industrial y bioactivos. Su aplicacion se fundamenta en describir a los microrganismos
a partir de una visioén integral de las reacciones que involucran el metabolismo celular. Es
claro que esta visién puede limitar la capacidad predictiva de los modelos, ya que no
considera otras funciones celulares de vital importancia; como lo es la sintesis de proteinas.
No obstante, con la actual disponibilidad de técnicas de secuenciacion de genomas, técnicas
Omicas y el acceso a bases de datos, es posible incrementar la posibilidad de mejorar las
aproximaciones matematicas y computacionales que auxilien en el disefio de sistemas

biologicos.
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Introduccion

En los ultimos anos el ritmo de vida de las personas ha cambiado bruscamente y se ha
acelerado, la actividad fisica y sobre todo los habitos alimenticios también han sido afectados,
teniendo como consecuencia el padecimiento de enfermedades cronicas no transmisibles
tales como la diabetes, obesidad e hipertension, por lo que la Organizacion Mundial de la
Salud ha implementado un plan estratégico 2013-2019 para combatir este tipo de
enfermedades, dando énfasis en la atencion a la industria farmacéutica y alimentaria.

Hacer evaluaciones de digestibilidad de alimentos funcionales, fArmacos, determinar
efecto pre y probidtico en pacientes se complica debido a la poca disponibilidad y
compromiso que llegan a tener con el tratamiento, o por que las intervenciones suelen ser
invasivas, resultando un problema bioético. También se usan modelos animales para estudiar
la interaccion de, sin embargo, aunque dan un acercamiento a los procesos fisiologicos de los
humanos, recientes investigaciones realizadas por Ritchie L.E. y cols., en 2015, han sefialado
que la microbiota nativa de los modelos animales, no es comparable con la de los humanos.
Por lo tanto, investigadores han simulado el tracto digestivo humano in vitro y ex vivo. Asi
el conocimiento de la fisiologia del tracto digestivo humano resulta importante, para asi poder
llevar a cabo la simulacion.

La definicion ex vivo se refiere a tener fuera del cuerpo un 6rgano o sistema, viviendo
en las condiciones lo més cercanas posibles a la fisiologia que lo contiene. La microbiota
intestinal se considera un 6rgano dado que se auto regula, es fundamental para la vida del ser

que lo posee, lleva a acabo funciones que, si no son adecuadamente realizadas, llevan al ser
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que la contiene a un estado de padecimiento o enfermedad, como cualquier otro 6rgano o

sistema.

En el caso del aparato digestivo, especificamente del tracto digestivo, la funcion de éste
es la transformacion de las complejas moléculas de los alimentos en sustancias simples y
facilmente utilizables por el organismo. Estos procesos son auxiliados por la intervencion de

microorganismos presentes en la biota natural, localizada a lo largo del tracto gastrointestinal.

En la salud de los seres humanos, la microbiota intestinal (Fig. 1) juega un papel
importante porque coloniza entre otras zonas, las diferentes regiones del colon,
contribuyendo a la disponibilidad de nutrientes y energia mediante la fermentacion de

moléculas diversas principalmente carbohidratos no digeribles (Sekirov, 2010).
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Fig. 1: Efectos espaciales y temporales en la composicion de la microbiota, A) composicion y
variacion en el nimero de microbios a lo largo del tracto gastrointestinal. B) variacion de la
composicion microbiana en el intestino. C) Aspectos temporales de establecimiento y

mantenimiento de la microbiota y factores influyen en su composicion (tomado de Sekirov , 2010)].
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Es requerido un balance adecuado de las especies de microorganismos en la microbiota
para que el metabolismo y el sistema inmune funcionen de manera correcta. Un desequilibrio
en la microbiota puede tener repercusiones negativas en la salud del huésped, tales como la
inflamacioén e infeccion, procesos que contribuyen al desarrollo de diabetes y cancer [7].

Se han desarrollado diversos modelos de digestion in vitro, atendiendo diferentes
necesidades de evaluacion, entre los existentes esta uno implementado por el Instituto
Politécnico Nacional (IPN), en el cudl simularon Unicamente al estdbmago y al intestino
delgado, con sus respectivos valores de pH, pero sin tomar en cuenta a las enzimas pépticas
y pancreaticas. El inicio de los modelos completos de digestion artificial fue con Molly et
al., en 1993, quienes simularon al intestino delgado en dos secciones y al intestino grueso en
tres. Sin embargo, este modelo se ha ido modificando. El simulador méas completo era el
reportado por De Boever en el 2000, donde hace uso de biorreactores, en los cuales se
inoculan con microbiota intestinal y simulan cinco partes del tracto digestivo humano,
correspondientes a estdmago, intestino delgado y tres secciones del colon; aqui se cumplen
parametros fisioldgicos correspondientes a cada seccion tales como pH, agitacion continua,
tiempo de retencion y volumen de trabajo. En 2010, Possemiers et al., describieron una
adecuacion para el proceso de simulacion, donde reporta tres alimentaciones durante el dia y

los tiempos de retencion modificados.

TIM-1 y TIM-2 son modelos gastrointestinales desarrollados por la Organizacién
Holandesa para la Investigacion Cientifica Aplicada (TNO). En los cuales TIM-1 simula al
estdbmago e intestino delgado, TIM-2 simula al colon. Sin embargo, a pesar de que llega a
simular parametros fisiologicos, no estan interconectados entre si, adicionalmente su

principal objetivo no es trabajar con microbiota intestinal.

Los sistemas de digestion artificial, han sido utilizados para describir procesos
metabolicos ocurridos en los diferentes compartimentos que lo constituyen; asi se han usado
para cuantificar los metabolitos generados por la microbiota presente en el tracto digestivo y
el potencial prebidtico de algunos compuestos (Goémez et al. 2010; Possemiers 2010).
También se han usado para cuantificar e identificar los microorganismos presentes en la
microbiota intestinal. Moreno-Ramos y Hernandez-Moedano en el 2011 y 2012

respectivamente, mostraron avances en el establecimiento de un sistema de digestion
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artificial preliminar, haciendo modificaciones sustanciales en el proceso con respecto del
reportado por De Boever en el 2000 y Possemiers en el 2004 (solicitud de patente
PA/A/2012/005418). Con este sistema preliminar se evalu6 actividad prebidtica de diferentes
fructanos derivados de agave. En éste se simularon cinco secciones del tracto digestivo con
la ventaja de poder tomar muestras en el momento que se desea y de cualquier seccion,

haciendo mas versatil este diseno (Arrizon et al. 2014).

Actualmente, se han desarrollado sistemas de digestion artificial en los cuales se han
caracterizado metabolitos generados por la microbiota, asi mismo se le ha dado seguimiento

a microorganismos de interés: benéficos y no deseables (Hernandez-Moedano ef al. 2014).

ARIS

En México, especificamente en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia
y Disefio del Estado de Jalisco CIATEJ, se disefié un sistema dinamico ad hoc que simula el
tracto digestivo humano, para evaluar la digestibilidad de ingredientes, alimentos,
suplementos, etc. donde se pueden simular diferentes partes del sistema gastrointestinal. El
ARIS (Automatic and Robotic Intestinal System) cumple con los requisitos de los sistemas
dindmicos que incluyen las interacciones entre el vaciado gastrico, pH estomacal, accion
enzimatica, contenidos de agua, remocion de productos de la digestion o metabolitos de los
microorganismos; transito del alimento a través de las diferentes secciones del tracto

digestivo y la interaccion entre los elementos bioticos y abioticos de la digestion en curso
(Fig. 2).

Fig. 2 Simulador del Tracto Digestivo Humano ARIS (Automatic and Robotic Intestinal
System). Fotografia propiedad de Marisela Gonzalez Avila
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El interés por estudiar el comportamiento de las bacterias existentes en el aparato
digestivo ha llevado a especialistas a disefiar diversas formas de simular cada una de sus
regiones, tratando de asemejarse lo mas posible a las condiciones existentes en esta parte del
cuerpo. Los modelos in vitro pueden ser usados como una herramienta para estudiar
interacciones microbioldgicas y fisioldgicas, sin embargo, es muy importante que incluyan
los pardmetros suficientes para obtener la informacion que se requiere, en un sistema de una
manera tan simple como sea posible, es por ello que el sistema usado en CIATEJ es un
sistema ex vivo. Cuando se usa un modelo in vitro del tracto digestivo, es necesario contar
con informacion de los pardmetros mas relevantes in vivo como la morfologia del tracto
gastrointestinal, tiempos de residencia, rangos de secrecion y composicién de los jugos
digestivos y biliares, perfiles de pH y composicion de microflora, entre otros. Estos
parametros pueden variar entre especies, en individuos adultos y jovenes y en personas con

padecimientos metabdlicos.

En el laboratorio de Digestion ex vivo se cuenta con una tecnologia desarrollada y
patentada por el CIATEJ, Unica en su tipo y comparable con dos tecnologias localizadas
mundialmente, pero en concepto sustancialmente diferente de las otras dos, ofreciendo
ventajas para la simulacion, cuyos resultados son equivalentes a los obtenidos en humanos,
ofreciendo la ventaja de ser mas rapido, representar una poblacion, mas ecoldgico y mas
barato que realizar ensayos clinicos, incluso proporciona informacion direccionada a

planificar éstos.

Conclusion

El uso de esta herramienta permitira comprender algunos de los procesos de la digestion en
humanos que no es posible seguir en los humanos mismos por cuestiones éticas. La
biodisponibilidad de metabolitos y la transformacién de los mismos a través de su paso por
las diferentes zonas del tracto digestivo, podran ir dilucidandose poco a poco, en la medida
que estos modelos se acerquen a la mimetizacion de los procesos fisiologicos en humanos e
r migrandolos a otras especies con el objetivo final de reducir el uso de animales de

experimentacién y ahorrar energia, tiempo, dinero; asi como ser procesos mas ecoldgicos.
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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
es una enfermedad caracterizada por la multiplicacion acelerada y descontrolada de células
de alguna parte del cuerpo, debido principalmente, a laacumulacion de alteraciones genéticas
en el ADN. A la fecha, se han reportado aproximadamente 200 tipos diferentes de cancer. En
otras palabras, cada 6rgano o tejido de nuestro cuerpo es susceptible de presentar o desarrollar
algun tipo de cancer.

Los niveles de incidencia y el nimero de nuevos casos se han incrementado en los
ultimos 20 afios, aunque esa tendencia ha sido observada desde los afios 70 del siglo pasado
(BHGI, 2013), el incremento ha sido tan importante que la OMS ha declarado al cancer, un
problema de salud mundial. Segun la OMS, el incremento en la ocurrencia de cancer, se debe,
entre otros factores, al envejecimiento y crecimiento de la poblacion (en numero), asi como
a los nuevos y mejores métodos de deteccion. Se estima, que cerca de la mitad de los hombres

y una tercera parte de las mujeres seran diagnosticados con cancer en algiin momento de su
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vida y que una cuarta parte de los adultos moriran a causa de esta enfermedad. Se menciona
que, si para el afio 2028 no se ha logrado encontrar o desarrollar terapias mas efectivas para
tratar esta enfermedad, los niveles de incidencia y mortalidad podran alcanzaran niveles de
epidemia mundial.

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés)
compila los datos de registro y la mortalidad a nivel mundial. En el 2012, la IARC reporto
(IARC, 2012), 14.1 millones de nuevos casos de cancer y 8.2 millones de muertes. Se estima,
que para el afio 2030, el nimero de casos nuevos se incrementara a 23.6 millones y el nimero

de muertes sera de al menos 13.8 millones (Fig. 1).

Incidencia global de cancer y niveles
de mortalidad: ja la alza!

CASOS MUERTES

M = Millones

Fig. 1 Incidencia global de cancer e indices de mortalidad.

En México, datos del Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN), registran 160 mil
nuevos casos de cancer cada afio, 80 mil fallecimientos y cerca del 70 por ciento se
diagnostica en etapas avanzadas de la enfermedad (Salud, 2016). Algunos de los principales
factores de riesgo asociados con el desarrollo del cancer, son los habitos alimenticios, el
sobrepeso/obesidad, la inactividad fisica o sedentarismo, el tabaquismo, el consumo de
alcohol y algunos tipos de infecciones. No obstante, un nimero importante de casos y
muertes por cancer podrian ser prevenidos mediante la implementacion de medidas de

prevencion efectivas, como el control del tabaquismo, reducir el consumo de alcohol, evitar
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la exposicion prolongada al sol, la vacunacion, el uso de pruebas de deteccion oportuna y el
tratamiento en etapas tempranas de la enfermedad.

Los cinco tipos de céncer que causan el mayor nimero de fallecimientos a nivel
mundial son: cancer pulmonar con 1,69 millones de defunciones, cancer hepatico con 788
000 defunciones, cancer colorrectal con 774 000 defunciones, cancer gastrico con 754 000
defunciones y cancer de mama con 571 000 defunciones. Mientras que, en México, en el
caso de las mujeres el cAncer de mama se reporta con el mayor nimero de muertes (Fig. 2a)

y para los hombres se atribuye el mayor nimero de muertes al cancer de prostata (Fig. 2b).

Tipos de cancer mas frecuentes en mujeres (México, 2012)
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Fig. 2 Tipos de cancer mas frecuentes de México en el 2012: a) Incidencia en

mujeres; y b) incidencia en hombres
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En la infancia y adolescencia el cancer es una enfermedad poco frecuente en
comparacion con los adultos; sin embargo, constituye una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad entre la poblacion menor a 20 afios de edad (INEGI, 2016).

En general, no existen datos confiables sobre los costos que implica el tratamiento del
cancer a nivel mundial. En el afio 2012, en Estados Unidos de Ameérica reportaron que los
gastos anuales rondaban los 67 billones de ddlares, y se estima, que en los préximos 20 afios

ese valor se incrementard hasta 1 trillén de dolares.

Tratamiento contra el cancer.

Actualmente, existen diversos tipos de tratamiento contra el cancer. Este depende del
tipo y etapa de desarrollo de la neoplasia que presenta el paciente. Algunos pacientes son
tratados con un solo tipo de tratamiento, como la quimioterapia o radiacion; mientras que
otros pacientes son sometidos a una combinacion de tratamientos, como la cirugia combinada
con la quimioterapia y/o radiacién. En algunos casos, también es factible utilizar la
inmunoterapia, terapia dirigida u hormonoterapia. Algunas terapias alternativas como el
trasplante de células madre, la hipertermia (termoterapia), la terapia fotodinamica, el
trasplante o donacidn de sangre y tratamiento con laser, se distinguen como algunas opciones
mas. El Instituto Nacional del Cancer (NIC, por sus siglas en inglés) que depende del Instituto
Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) en Estados Unidos de América, cita que
existen cerca de 200 tipos de drogas antitumorales/anticancerosas, agentes
quimioterapéuticos, citotoxicos e inmunomoduladores. Sin embargo, estas sustancias son
asociadas con efectos secundarios graves y una elevada morbilidad. Debido a los efectos
adversos y al poco éxito de los tratamientos contra el cAncer en etapas avanzadas, se continta
la busqueda de tratamientos alternos de diferente accion que minimicen o eliminen los efectos
secundarios y que presenten una mayor efectividad en pacientes con pronostico grave.
Algunos de los medicamentos utilizados hoy en dia para el tratamiento del cancer son:
alquilantes, antraciclinas, alcaloides, anticuerpos monoclonales, cisplatino, antimetabolitos,
inhibidores de mitosis, entre otros (Espinosa et al., 2003). Dentro de estas clasificaciones
algunos farmacos antineoplasicos, que impiden el desarrollo, crecimiento, o proliferacion de

células tumorales malignas, son extraidos de plantas medicinales.
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La carencia de tratamientos efectivos y/o moléculas antitumorales para el tratamiento
de algunos tipos de canceres muy agresivos, identificados en etapas avanzadas en pacientes
con prondstico grave, no se debe a la falta de interés en el desarrollo o descubrimiento de
nuevas alternativas de tratamiento. Los estudios sobre el valor del mercado global de drogas
antineoplasicas, nos evidencian la relevancia econémica de este mercado. Haciendo un
andlisis de este tema en particular, se puede observar que el mercado global de las drogas
antineoplasicas, se ha incrementado a partir de inicios de éste siglo, y sobre todo, en la tltima
década. En el afio 2007 se reporto que el valor del mercado rondaba los 40 billones de ddlares;
para el afio 2013, el valor se incrementd en mas del 100%, presentando un valor aproximado
de 110 billones de ddlares y algunos expertos estiman un valor de 172 billones de ddlares
para el afio 2020 (Fig. 2)
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Fig. 2 Valor del mercado global de las terapias contra cancer.

Aln con estos datos monetarios, en este momento, existe la necesidad de encontrar
nuevos agentes, compuestos y/o formulaciones con actividad anticancerigena, que sean Utiles
para disminuir los altos indices de morbilidad y mortalidad causadas por el cancer, y por
supuesto reducir el costo originado por la enfermedad. Una excelente opcion es el disefio y

desarrollo de nuevas terapias basadas en fuentes naturales.
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Biodisponibilidad

La Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) define la
biodisponibilidad como la tasa a la cual el compuesto terapéutico se absorbe y llega al sitio
de accion. Debido a las dificultades que implica tener acceso in vivo en los sitios de accién
de cada farmaco, utilizar el término con precision cuantitativa o para calcular los valores
exactos en humanos, resulta ser un gran desafio. En la farmacologia “clasica” la
biodisponibilidad abarca varios procesos vinculados e integrados: liberacion, absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion. Existen muchos factores que afectan la
biodisponibilidad de un compuesto, estos se dividen en factores exdgenos, como la
complejidad de la matriz en la que se encuentra el compuesto, la forma quimica del
compuesto de interés, la estructura y cantidad de compuestos co-ingeridos; mientras que los
factores enddgenos incluyen la cantidad de mucosa, el tiempo de transito intestinal, velocidad
de vaciado gastrico, metabolismo y unidn a proteinas en sangre y tejidos (Holst y Williamson,
2008).

Durante la ultima década, el uso de farmacos antineoplésicos orales ha aumentado,
debido a la preferencia del paciente, a los menores costos y a la eficacia comprobada. Sin
embargo, la administracion oral de farmacos antineoplésicos, a menudo se ve obstaculizada
por una baja biodisponibilidad. La mayoria de los farmacos contra el cancer tienen una
estrecha ventana terapéutica y suelen ser dosificados en la dosis maxima tolerada o cercana
a ella. Esta variabilidad en la biodisponibilidad del principio activo puede tener un impacto

negativo en el resultado del tratamiento (Stuurman et al., 2013).

Tecnologias de dosificacion de sustancias activas

Los problemas antes mencionados suelen ser abordados mediante el incremento de la
biodisponibilidad del compuesto activo, empleando menores dosis. Algunas técnicas de
encapsulacion que incluyen liposomas, micelas, dendrimeros, nanoparticulas, complejos de
fosfolipidos, complejos de anticuerpos monoclonales con un farmaco (Fay y Scott, 2011),
complejos con ciclodextrinas y nanoemulsiones (Vecchione et al., 2016) suelen ser

empleadas para resolver el problema (Fig. 3).
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Fig. 3 Sistemas combinados con farmacos para el tratamiento de cancer. A) Liposomas, B)

micelas, C) polimero conjugado con farmacos, D) dendrimero, E) nanoemulsion (lyer et al., 2013)

Los simbolos < y » representan diferentes tipos de drogas.

Estas tecnologias son empleadas para la administracion controlada de sustancias
activas (Solans et al., 2005). En muchas ocasiones, la sustancia activa se encuentra en estado
cristalino, lo que hace dificil su incorporacion en las formulaciones liquidas. De manera
general, esta fase cristalina puede formar agregados y sedimentos, originando dificultades
durante la dosificacién. Algunos otros factores que pueden afectar la biodisponibilidad son
relacionados con el tipo de estructura cristalina (polimorfismo), tamafio de particula, grado
de hidratacion del cristal y forma de la sal o éster. Aunado a esto, la presencia de cristales
puede afectar negativamente la apariencia, textura y palatabilidad en los productos
comerciales, lo que puede originar que el consumidor no ingiera la dosis diaria recomendada
(McClements, 2012).

La apropiada administracion de estos compuestos, requiere un vehiculo adecuado, que
permita dosificar efectivamente el componente activo en el sitio apropiado (Qingrong et al.,
2010). Es por ello, que el uso de liposomas se vislumbra como una tecnologia idonea. Sin

embargo, la formacion de liposomas requiere del uso de concentraciones muy altas del
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surfactante, generalmente mas del 20%, lo que puede ocasionar un incremento de la toxicidad
en algunas aplicaciones. Una nueva estrategia son las nanoemulsiones, estas presentan
ventajas de solubilidad, biodisponibilidad y perfiles farmacocinéticos apropiados en la
liberacion de compuestos bioactivos (Kaur et al., 2015). Debido a su pequefio tamafio (< 300
nm) son estables a los procesos de agregacion y separacion gravitacional, en comparacion
con las emulsiones convencionales (McClements, 2011). El tamafio final de la particula
dependera de la composicion del sistema (relacion surfactante: aceite, tipo de surfactante,
fuerza ionica), método de preparacion (orden de la adicion de los componentes, velocidad de
agitacion) y condiciones ambientales (temperatura) (McClements, 2013). Por ejemplo,
Jayaprakasha et al (2016) evaluaron el efecto de las nanoparticulas de curcumina en lineas
celulares de cancer de colon (SW480) y cancer de préstata (LNCaP). Los nanoencapsulados
presentaron una actividad tres veces mayor a bajas concentraciones (16.86 puM) en
comparacion con la concentracién (50 uM) de la curcumina nativa. La tabla 1 presenta

algunos estudios sobre el uso de agentes antineoplasicos en hanoemulsiones.

Tabla 1. Agentes antineoplasicos mejorados al emplearse en nanoemulsiones (Praveen y Dyvia,

2015).
Agentes y
. o Formulacion Resultado
antineoplasicos
o Nanoemulsién de semillas de Citotoxicidad in vitro en lineas
Bencilistiocianato ) )
aceite de lino celulares A549 y SKOV-3

) ] . o Citotoxicidad in vitro en lineas

Cdrcuma Microemulsién con lecitina

celulares OSCC-4 y OSCC.
Nanoemulsién en MCM de o o )
Melfalan Duplicé la distribucion en ovarios
Capmul
) . Citotoxicidad in vitro en lineas
Metotrexato Microemulsién de soya
celulares MCF-7
Farmaco cargado en una
Paclitaxel nanoemulsién y co-administrado  Incremento la absorcion 3.2 veces.

con cdrcuma
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Compuestos bioactivos

En la actualidad, s6lo un nimero limitado de compuestos bioactivos son utilizados para
tratar el cancer. Particularmente, el grupo de fenoles y carotenos destacan por su actividad
anticancerigena (Aggarwal et al., 2006). Estas moléculas cristalinas poseen una naturaleza
hidrofébica, baja solubilidad y permeabilidad en el tracto gastrointestinal, lo que, reduce su

biodisponibilidad. Algunas de sus propiedades fisicoguimicas méas importantes se describen

en latabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de algunos compuestos bioactivo.
Compuesto Log P pKa Csw (g/L) T+ (°C)

Curcumina 3.07 8.1 3.12x10°3 183
Quercetina 1.99 6.3 19 316.5

Capsaicina 3.20 9.9 0.14 65

Licopeno 14.50 - 3.7x10° 185

B-caroteno 14.76 - 1.5x10° 170

Log P: logaritmo del coeficiente de reparto aceite-agua, pKa: contante de disociacién, Cs:

solubilidad en agua T= 25 °C, y T+ temperatura de fusion.

1. Curcumina

La clircuma es una especia extraida de la raiz de la Curcuma longa, un miembro de
la familia del jengibre, ampliamente utilizada en la medicina tradicional de China e India
(Vecchione et al., 2016). Aproximadamente del 2 al 6% de la crcuma son curcuminoides:
80% curcumina, 18% demetoxicurcumina y 2% bisdemetoxicurcumina (Fig. 4). Estos
compuestos fendlicos poseen actividad antioxidante, antinflamatoria, antiviral, antibacterial,
antifungica y anticancerigena, se les atribuye un gran potencial contra enfermedades
relacionadas con el cancer, diabetes, alergias, artritis, Alzheimer, estrés oxidativo, entre otras
(Aggarwal et al., 2007).
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o=z

Fig. 4 Estructura quimica de curcuminoides: a) curcumina, b) demetoxicurcuminay c)

bisdemetoxicurcumina (Pubchem).

El primer reporte clinico de la circuma contra el cancer fue realizado en 1987, en
donde, 62 pacientes con lesiones cancerosas externas fueron tratados con curcumina topica.
Los participantes reportaron un notable alivio sintomético con evidencia en la reduccion del
olor, picazon, tamafio de la lesion y dolor. El efecto se prolongd durante varios meses en
muchos pacientes, y solo una paciente presentd una reaccion adversa (Gupta et al., 2012).
Desde entonces, la curcumina ha sido utilizada como un componente potencial para la
prevencion y tratamiento de diferentes tipos de cancer, incluyendo gastrointestinal,
melanoma, genitourinario, mama, pulmon, hematoldgico, de cabeza y cuello, neurolégico y
sarcoma (Naksuriya et al., 2014). Aungue se han realizado estudios en humanos con
curcumina pura, la mayoria de los estudios fueron realizados con una mezcla de
curcuminoides o de la raiz de circuma de donde provienen los curcuminoides. Durante
muchos siglos, la circuma se ha utilizado en su forma cruda como especia y suplemento

dietético.

En estudios relacionados con céncer, se ha encontrado que la curcumina regula
positivamente las proteinas de la familia de caspasas y negativamente los genes anti-
apoptoticos (Bcl-2 y Bcel-X (L). Esto se analiz6 en condiciones in vitro utilizando células
cancerosas como células sanas (Adeeb et al., 2004).

Ganta Srinivas et al (2010) administré via oral a ratones con tumores SKOV3,
nanoemulsiones que contenian una mezcla de curcumina y paclitaxel. La vida de los ratones

portadores de tumores incrementd significativamente (p<0.05) con la administracion de la

141



Nanoencapsulacion de fenoles y su impacto en celulas cancerigenas Péez-Hernandez et al.

nanoemulsion que contenia la mezcla de paclitaxel-curcumina después de 48 dias, en
comparacion con los 37 dias que sobrevivieron los ratones tratados con cada uno de los

compuestos por separado.

Jithan et al (2011), realizd ensayos de proliferacion en lineas celulares MDA-MB-231.
Las nanoparticulas de curcumina presentaron mayor potencial quimiterapéutico que la
curcumina libre debido a una mayor biodisponibilidad, liberacion selectiva y mejor actividad
antiproliferativa en las células tumorales. Rejinold et al (2011), desarrollaron nanoparticulas
de curcumina con quitosano-poli-(N-vinilcaprolactano). Las nanoparticulas de curcumina
fueron aplicadas a células L929 y PC3 a 35 °C (por debajo de LCST) y 38 °C (por encima
de LCST). Los autores reportaron un cambio morfolégico en las células PC3 tratadas con las
nanoparticulas de curcumina. Los ensayos de apoptosis mostraron que la muerte celular fue
dependiente de la concentracion de la curcumina, observandose 95.8% de muerte celular, en
dosis de 8.6 pg de curcumina presente en las nanoparticulas. Los autores concluyeron que
las nanoparticulas de curcumina podrian ser benéficas para el tratamiento del cancer
mediante una combinacion adecuada de terapia con hipertermia. Por sus propiedades
mencionadas, esta aprobada como sustancia GRAS ante la FDA, por lo que es empleada
como suplemento alimenticio en diversos paises (Gupta et al., 2012). A pesar de sus
numerosas aplicaciones, los aspectos mas relevantes relativos a la farmacocinética de la
curcumina son: la inestabilidad molecular, la baja solubilidad en agua, rapida conjugacion de
moléculas hidrofilas (p ej. acido glucurdnico y sulfato) en el higado con la excrecién biliar y

la mala absorcion enteral (Vecchione et al., 2016).

2. Quercetina
La quercetina es un flavonoide que tiene en su estructura quimica un anillo de 5
carbonos con un oxigeno, este anillo se encuentra entre 2 anillos de benceno (Fig. 5). Este

flavonoide se encuentra en varios alimentos, es por ello que esta presente en la dieta humana.
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Fig. 5. Estructura quimica de la quercetina aglicona, quercetina glicésido y productos

metabdlicos comunes de la quercetina.

Naturalmente la quercetina se encuentra unida a un mono u oligosacérido via un enlace
glucosidico con el grupo hidroxilo 3" del anillo que contiene oxigeno. La presencia de los
azlcares aumenta su solubilidad y facilita su absorcion (Razavi et al., 2009). Sin embargo,
algunos autores mencionan que la forma aglicona de la quercetina es menos eficiente para el
tratamiento de algunos tipos de cancer (Murakami et al., 2008). Las fuentes mas abundantes
de quercetina son la alcaparra (Capparis spinosa) 2.33 mg/g, eneldo (Anethum graveolens)
0.55 mg/g, cilantro (Coriandrum sativum) 0.52 mg/g, hinojo (Foeniculum vulgare) 0.48
mg/g, cebolla (Allium cepa L.) 0.35 mg/g, chile amarillo (Capsicum annuum L) 0.11 mg/g, y
arandano (Viburnum opulus L.) 0.1 mg/g (Aherne y O’Brien, 2002; USDA, 2013).

Algunos autores mencionan que la quercetina no actla directamente en los tumores
cancerigenos, sino que su principal efecto es como quimioprotector, gracias a su potente

actividad antioxidante, antitumoral y antiinflamatoria, la cual inhibe el crecimiento de las
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células de cancer de mama, colon, pulmon y ovario (Jae-Hoon et al., 2009). Aunque su poder
antioxidante es bien conocido, como muchos otros antioxidantes, la concentracion de esta
molécula dicta el nivel de actividad antioxidante. Asi, a concentraciones menores de 1 uM,
la quercetina muestra actividad antioxidante, pero a altas concentraciones 100 uM, actua
como un oxidante, y en ocasiones puede llegar a romper la doble cadena del ADN en células
normales. Para células cancerosas se ha visto que actla inhibiendo a la familia de las tirosina-
Kinasas, las cuales son responsables de activar la division de células cancerosas. Otro
mecanismo propuesto es que, cuando se tiene altas concentraciones de esta molécula se
conduce a la activacion de p53 y por lo tanto a una via apoptotica como se muestra en la Fig.
7 (Miles et al., 2011).

Vicente-Vicente et al. (2013), realizaron una extensa revision sobre el uso de la
quercetina como un suplemento alimenticio. Ellos concluyeron que la quercetina es una
sustancia con potenciales efectos terapéuticos en humanos y es necesario mejorar la
biodisponibilidad oral de las formulaciones comerciales y evaluar la seguridad clinica y

bioacumulacion a dosis mayores y tiempos prolongados.

APOPTOSIS Quercetina
Caspasa 3
Citocromo c OH o
Células Células
tumorales sanas

t Activaciéon P53 l

Translocacién
de Bax

Mitocondria

Fig. 6 Efecto de la quercetina sobre la actividad de p53. A altas concentraciones (100 uM), la

quercetina puede actuar como un oxidante, dafiando el ADN y llevando a la activacion de p53.
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Singh et al. (2015) observaron que al momento de acoplar el resveratrol y la quercetina
inhibieron el cancer de prostata en modelo murino. Demostrando asi, que el uso de dos
compuestos naturales puede tener un efecto sinérgico, en este caso la quercetina aumento la
biodisponibilidad del resveratrol. Por su parte, Caddeo et al. (2016) desarrollaron liposomas
de quercetina y resveratrol para su aplicacion de lesiones de cancer de piel desarrollado en
un modelo murino. La administracion topica de liposomas condujo a una notable mejoria en
el dafio del tejido. Se obsevd que la captacion celular de los polifenoles fue mayor en
liposomas, especialmente en mezclas de quercetina/resveratrol, en comparacién con los
agentes individuales, lo que result6 en una capacidad superior para recoger especies reactivas
de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) en los fibroblastos. Se observd una reduccién
significativa de la infiltracion de leucocitos y edema. Suksiriworapong et al. (2016) formaron
nanoparticulas de poli-caprolactona con quercetina, que aplicaron en células de cancer de
mama SKBR3, se encontré un aumento de la toxicidad en las nanoparticulas de 2.9 veces en
comparacion con la quercetina sin encapsular. Ademas de retardar la liberacion de la
quercetina en las nanoparticulas que contenian una mayor concentracion de poli-caprolactona

poblacion.

En este sentido la nanotecnologia puede ayudar a resolver los problemas de
dosificacion y solubilidad de la quercetina. Kakran et al. (2011) desarrollaron nanoparticulas
de quercetina usando las técnicas de evaporacion precipitacion e inclusién molecular. La
quercetina no encapsulada presentd una eficiencia de solubilidad del 10% en 120 min.
Mientras que la quercetina nanoencapsulada en B-ciclodextrina increment6 a un 66% a una
relacion de [1:1], incrementdndose hasta un 88% a una relacion 1:4. Por su parte, las
nanoparticulas desarrolladas por el método de nanoprecipitacion mostraron eficiencias de
solubilidad hasta un 92% en PVP [1:4] y 94% en Pluronic F127 [1:4]. Kakran et al. (2012)
prepararon nanocristales quercetina utilizando métodos homogeneizacion de alta presion,
cavi-precipitacion y molienda con perlas. Este Gltimo produjo los nanocristales més pequefios
de quercetina (d(v)so%= 276.7 nm), mientras que el proceso de cavi-precipitacion exhibio
tamanos de particula d(v)s0%=469 nm en DMSO y d(v)s0%=559 nm en etanol. En general, las
velocidades de disolucion de las nanosuspensiones quercetina fueron mas altas en

comparacion con la quercetina sin tratamiento.
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3. Carotenoides

Los carotenoides pertenecen a la familia de los tetraterpenos, existen mas de 600
estructuras reportadas de fuentes naturales como plantas, hongos, bacterias y algas. Los
carotenos no son sintetizados por los animales y humanos, por lo que es necesario
incorporarlos en su dieta. Comunmente, se dividen en dos clases: i) los carotenoides,
contienen atomos de carbono e hidrégeno, por ejemplo, licopeno y B-caroteno, y ii) las
xantofilas, contienen atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno, por ejemplo, luteina. (Fig. 7).
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Fig. 7 Estructura quimica (PubChem) de a) a-caroteno; b) p-caroteno c) licopeno, d) B-

criptoxantina e) luteina f) zeaxantina g) astaxantina h) cantaxantina y i) fucoxantina.

Los estudios preclinicos in vitro e in vivo han demostrado que algunos carotenoides

tienen potentes efectos antitumorales. Por ejemplo, el licopeno es el carotenoide mas
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predominante en el plasma humano, tiene una vida media de 2 a 3 dias. La alta concentracion

de licopeno en la sangre se asocia con un menor riesgo de cancer de prostata, cancer del

tracto digestivo, cancer de pancreas, neoplasia intraepitelial, cervical e infarto de miocardio.

Estos efectos son atribuidos a su alta actividad antioxidante y su capacidad para bloquear el

oxigeno libre. Sin embargo, la solubilidad y la absorcion de estos grandes cristales en las

células es limitada y no hay casi ninguna proteccion contra la degradacion quimica (Tapiero

et al., 2004). Algunos efectos terapéuticos de los carotenos se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Fuentes, funciones y efectos de diferentes carotenoides (Tanaka et al., 2012)

Carotenoide Fuentes Funcion Efectos
a-caroteno  Vegetales amarillos, Actividad Estimula la comunicacién
anaranjados y verdes provitamina A; celular y disminuye el riesgo
oscuro antioxidante de algunos tipos de cancer.
B-caroteno  Frutas anaranjadas, Actividad Disminuye el riesgo de algunos
vegetales verdes y provitamina A; canceres y enfermedades
amarillos. actividad cardiovasculares.
antioxidante
Licopeno Jitomate, sandia, Antioxidante Disminuye el riesgo de algunos
albaricoque y canceres, diabetes y
melocotones osteoporosis.
B- Frutas anaranjadas, Actividad Efectos antiinflamatorios,

maiz, guisantes y
yemas de huevo

criptoxantina

provitamina A,
antioxidante

inhibicion de algunos canceres y
efectos cardiovasculares.

Vegetales de hoja
verde oscuro,
pimientos rojos,
jitomates, maiz,

Luteina
Zeaxantina

Agente anti-
fotosensibilizante,
fotosintético,
antioxidante y filtro

Disminuye la degeneracion
macular, cataratas, riesgo de
enfermedades cardiovasculares y
ciertos canceres.

yemas de huevo de la luz azul
Astaxantina Algas verdes, Antioxidante; Prevé ciertos canceres, cataratas,
salmon, crustaceos coloracion diabetes, enfermedades

y trucha neurodegenerativas,
cardiovasculares e inflamatorias.
Cantaxantina Salmény Antioxidante; Disminuye riesgo de algunos
crustaceos coloracion canceres.

Fucoxantina Algas marrones

Antioxidante

Anticancerigeno, anti-alergénico,
antiinflamatorio y anti-
osteoporosis
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4. Capsaicina

La capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) es un derivado del 4&cido
homovanilico y el componente pungente de los chiles (Fig. 8). Se consume como aditivo
alimentario en todo el mundo, principalmente en paises del sur de Asia y América Latina. Se
ha utilizado para tratar la inflamacion y el dolor asociados con diversas enfermedades
incluyendo artritis reumatoide, neuropatia diabética, cefaleas, herpes zoster, etc. Recientes
estudios han demostrado que la capsaicina tiene propiedades quimiopreventivas y
terapéuticas contra ciertos mutagenos y carcindgenos, ya que, suprime el crecimiento de
células cancerosas humanas mediante diferentes mecanismos, incluyendo la inactivacion de

NF-kB y la generacion de especies reactivas de oxigeno (Zhang et al., 2008).

Fig. 8. Estructura quimica de la capsaicina (PubChem)

Aunque la capsaicina puede causar inflamacion neuroldgica, se ha encontrado que tiene
efecto antiinflamatorio y analgésico. Actualmente, se usa en cremas y geles como el Axsain
y Zostrix para mitigar el dolor neurogénico (Young-Joon, 2002). Se ha estudiado como
posible candidata para el tratamiento del cancer de prostata, por su efecto antiproliferativo
en este tipo de células, induciendo apoptosis en células con receptores de andrdgenos
positivos y negativos. A su vez se da un aumento en la expresion de p53, p21 y Bax (Mori et
al., 2006).

Zhang et al. (2008) demostraron que la capsaicina inhibe significativamente la
proliferacion de AsPC-1 y BxPC-3 lineas celulares de cancer de pancreas, sin afectar la

viabilidad de las células acinares derivadas del pancreas normal en humanos.
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Conclusion

El cancer es una enfermedad que afecta a gran parte de la poblacion de México y el mundo.
Actualmente, es tratada con agentes antineoplasicos/antitumorales que provocan Severos
efectos secundarios y son de alto costo. Sin embargo, existen diversos compuestos fenolicos
de origen natural que tienen un alto potencial para su aplicacion como terapia alternativa
contra el cancer. Ademas de que, el uso de la nanotecnologia ha demostrado ser una buena
alternativa para aumentar la biodisponibilidad y la aplicacion de estos compuestos fenolicos.
Durante la Gltima década, se han realizado numerosos trabajos en el disefio y desarrollo de
sistemas encapsulacion de compuestos fendlicos. Sin embargo, ain faltan estudios que nos
permitan comprender los impactos potenciales de los compuestos fendlicos encapsulados en
el cuerpo humano, como se lleva a cabo su liberacién y si el compuesto fendlico tiene el

efecto deseado en el sitio de accion.
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Introduccion

El aumento de las enfermedades cronico-degenerativas se ha convertido en uno de
los principales problemas de salud a nivel mundial. Lo que ha provocado un aumento en el
interes por investigar posibles factores preventivos. Un rubro importante en la investigacion
radica en los compuestos bioactivos derivados de frutas, verduras y plantas. Los
antioxidantes, son un grupo de compuestos bioactivos con capacidad de prevenir los procesos
degenerativos asociados con un exceso de radicales libres en el organismo, como sucede en
la enfermedad cardiovascular, ciertos tipos de cancer, patologias asociadas a un deterioro del
sistema cognitivo, como el Alzheimer, entre otros (De la fuente et al., 2002; Stanner et al.,
2004).

Los radicales libres son moléculas que pierden electrones a causa de procesos
bioquimicos normales en los organismos o debido a causas medioambientales a la cuales
estamos expuestos generalmente, como la contaminacion, el humo del cigarro, radiaciones,

entre otras. Estos radicales libres son moléculas inestables que tienden a quitar electrones a
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moléculas cercanas oxidandolas y haciendo que pierdan funcion, convirtiéndolas en un nuevo
radical libre, proceso que se repite consecutivamente, provocando dafio, el cual puede incluso
afectar el material genético y provocar la aparicion de ciertas enfermedades y el

envejecimiento (Huang et al., 2005).

El mecanismo de accion de los antioxidantes se basa en cederle un electron a los
radicales libres, el cual posteriormente se estabiliza, lo cual evita la reaccion en cadena que
generalmente se produce. El antioxidante al donar su electron se oxida y se convierte en una
sustancia inocua (Delgado-Olivares et al., 2010). Los antioxidantes provenientes de los
alimentos vegetales incluyen distintos grupos de compuestos de naturaleza quimica diversa,
estos compuestos pueden actuar como antioxidantes primarios, reaccionando directamente
con los radicales libres, o como antioxidantes secundarios potenciando otros sistemas
antioxidantes, como algunas enzimas. En la actualidad existe una gran diversidad de
antioxidantes, pero sin duda la coenzima Q10 (CoQ10) y los antioxidantes provenientes de
los extractos de la céscara de la granada son algunos de los antioxidantes mas importantes
disponibles en el mercado de este tipo de productos. La CoQ10 (Fig. 1) es una ubiquinona

con alto poder antioxidante producida por todas las células del cuerpo (enddgena).

T Y

Fig. 1. Estructura quimica de la coenzima Q10. (PubChem)
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Su importancia radica en que esta molécula participa en una amplia variedad de
funciones (Cuadro 1); pero con el paso del tiempo su produccion disminuye (Quinzii et al.,
2010), razdén por la que este antioxidante recientemente se ha incorporado en diversos
productos farmacéuticos, cosméticos y suplementos (Littarru et al. 2007); su uso en los
suplementos ayuda a disminuir los efectos de estrés oxidativo en pacientes con enfermedades

de arteria coronaria (Bor-Jen Lee et al., 2012).

Cuadro. 1. Propiedades terapéuticas de la coenzima Q10 y antioxidantes de granada

Coenzima Q10 Granada

Electron acarreador en la cadena respiratoria | Antioxidante

mitocondrial
Electrdn transportador Extra-mitocondrial Anticarcinogénico
Antioxidante Antinflamacion

Regulacion de la permeabilidad y transicion | Arteroesclerosis
mitocondrial de los poros
Regulacion de las propiedades fisicoquimicas de | Hiperlipidemia
las membranas
Modulacidn de la cantidad de b-integrinas sobre la | Hipertension

superficie de los monocitos en la sangre

Modulador de las funciones endoteliales Estenosis de la arteria carotida
Oxidacion de sulfito en levaduras Disfuncion eréctil
Introduccién de enlaces disulfito en bacterias Enfermedad de Alzheimer

Estomatitis dental

Sin embargo y a pesar ser potentes antioxidantes la CoQ10 y los antioxidantes de
granada, al igual que la mayoria de los antioxidantes obtenidos de manera natural o de manera
sintética presentan una serie de problemas a la hora de que son ingeridos (Aljadi et al., 2004),
como:

1. Inestabilidad (oxidacién): La inestabilidad en los antioxidantes puede presentarse
ante diversos factores quimicos y fisicoquimicos, resaltando entre estos, el aire, la humedad,

la luz, el calor, los iones metalicos, el oxigeno y el pH.
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2. Accién quelante: Este problema es propio de los antioxidantes hidrofilos y
generalmente de los polifenoles, los cuales a su llegada al intestino tienden a unirse al hierro
y forman compuestos quelatos que, al no absorberse en el intestino, son eliminados a través
de las heces. Esta union no solo hace que se eliminen todos los polifenoles consumidos, sino
que también se pierda el hierro presente en este 6rgano, posicionando de manera indirecta a
los polifenoles como compuestos con propiedades antinutrimentales.

3. Absorcion: La baja absorcidn de los antioxidantes es y probablemente seguira siendo,
la propiedad méas importante por mejorar. Este problema depende principalmente de la

naturaleza del antioxidante de la molécula activa, la cual puede ser de tipo hidrofila o lipéfila.

En el caso de los antioxidantes hidréfilos, este problema se debe principalmente a que, al
entrar al cuerpo de forma libre a través de via oral, los antioxidantes presentan
incompatibilidad con las membranas celulares del intestino (lipidicas). Esto no permite que
se adhieran y/o penetren las células intestinales, por lo cual contintan su paso por el tracto
intestinal hasta su eliminacién. Los antioxidantes de naturaleza hidréfila de mayor
importancia econdmica que presentan este problema son la vitamina C y algunos compuestos
polifendlicos, entre ellos los antioxidantes extraidos de la cascara de granada. Por otra parte,
los antioxidantes hidréfobos, los cuales constituyen la mayor parte de los antioxidantes
conocidos, gracias a su condicion lipidica tienen un menor problema de adhesién y de
compatibilidad con las membranas celulares. Sin embargo, estos presentan un segundo
inconveniente debido a que la mayoria de este grupo tiene un peso molecular alto. Se sabe
que los antioxidantes de cadena corta y mediana se absorben facilmente, debido a que pueden
ser degradados por lipasas, mientras que los lipidos cristalinos y de cadenas largas (arriba de
C18) en estado sélido son dificiles de degradar y en consecuencia son pobremente absorbidos
(Pabbisetty et al., 2007). Entre los antioxidantes hidréfobos de mayor importancia se

encuentra la CoQ10, los carotenoides y el alfa-tocoferol.

Los antioxidantes de la cascara de granada son compuestos de alto peso molecular y de
caracter hidrofilo. A la fecha existen muy pocos productos y estudios sobre su absorcion y
disponibilidad, ya que la mayoria se ha enfocado en sus propiedades terapéuticas. Se ha

observado que esta es relativamente baja en comparacion con la concentracion consumida.
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Comunmente, éste tipo de antioxidantes son comercializados como jugos Yy tabletas, pero se
pretende, que en un futuro se lance al mercado su presentacion en forma de nanoparticulas,

las cuales ya se estan estudiando y han mostrado resultados favorecedores (Jiao et al., 2014).

Con respecto a la CoQ10, a pesar de su naturaleza hidréfoba, presenta problemas de
absorcion debido a su alto peso molecular. Tal motivo ha llevado a que se recurra a diversas
estrategias que mejoren su absorcion, entre las cuales se distinguen en orden de lanzamiento:
las tabletas, capsulas de dos piezas, capsulas de gelatina blanda con suspension de aceite,
microparticulas y finalmente nanoparticulas. En estas ultimas, se ha demostrado tener una
mayor biodisponibilidad del principio activo. En el caso de las tabletas y cépsulas,
generalmente se acompafian de compuestos adyuvantes o formulaciones lipidicas, que se
sirven de vehiculo en el transporte de sustancias. No obstante, dichas presentaciones tienen
un porcentaje de disolucion muy bajo, siendo sélo utiles para proteger a la CoQ10 de las
condiciones del tracto digestivo, pero no para mejorar su biodisponibilidad. Las
microcépsulas, son constituidas de macromoléculas de origen natural, lipidos o polimeros
sintéticos, que mejoran la adhesion, absorcion y proteccion en el tracto digestivo. Sin
embargo, su tamafio sigue siendo muy grande para incrementar la absorcion, a diferencia de
los productos nanotecnoldgicos, los cuales muestran significativamente una mejor

biodisponibilidad.

Biodisponibilidad en modelo murino in vivo.

Con la finalidad de evaluar en un sistema in-vivo la disponibilidad del CoQ10 y extracto de
cascara de granada en el plasma de ratas cepa Wistar tratadas con antioxidantes
nanoencapsulados y no nanoencapsulados, se plante6 el siguiente tratamiento para comparar
la biodisponibilidad (Esquema 1). Grupos: 1) Control sin tratamiento (Agua y alimento). 2)
Tratadas con 100 mg de antioxidantes nanoencapsulados. 3) Tratadas con 100 mg de
antioxidantes no nanoencapsulados. 4) Tratadas con 100 mg de nanoparticulas (vehiculo).

Dosis diarias de 100 mg durante 14 dias.
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S1 S2 S3 S4

23 dias

| Inicio de Eutanasia
Cuarentena 15 tratamiento
dias
Esquema 1. Toma de muestra sanguinea: Muestra basal, S1 (previo al tratamiento); 24 h después de inicio de
tratamiento, S2; al catorceavo dia del tratamiento, S3; al octavo dia después de finalizado el tratamiento, S4.
Nota: el protocolo realizado para este ensayo se sometié a revision y se autorizé por el CICUAL bajo la
convocatoria C (28 de septiembre 2015) amparando el desarrollo del protocolo bajo la NOM-062-Z00-1999.

Para este fin se desarrollaron y validaron dos métodos por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) para la cuantificacion de antioxidantes en muestras de plasma para
CoQ10 y acido elagico, componente principal de los antioxidantes del extracto de cascara de

granada (Fig. 2).
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Fig. 2 A) Cromatograma del acido elagico y B) &cido elagico (Pubchem).
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Los resultados obtenidos mostraron que la CoQ10 nanoencapsulada presentd una mayor
concentracion en el plasma de las ratas durante el tratamiento, a pesar del aumento, esta
concentracion no fue significativamente mayor (p<0.05) en comparacion al tratamiento con
la CoQ10 no nanoencapsulada. Con respecto al acido elagico, se observo un incremento
significativo (p<0.05) en el plasma de las ratas tratadas con extracto de granada
nanoencapsulado, con respecto al extracto de granada no nanoencapsulado. Se observé que
los antioxidantes de granada nanoencapsulados presentaron una concentracion mayor
durante el tratamiento y que se mantuvo por mas tiempo después de concluir éste. Lo que
podria darnos indicios de que el extracto nanoencapsulado aument6é el tiempo de la

disponibilidad en sangre de los antioxidantes del extracto de granada.

Conclusiones

Estos resultados nos permitieron concluir que los antioxidantes nanoencapsulados
ofrecen una mejora en la biodisponibilidad de los compuestos en un organismo vivo. Es
necesario comprobar el mantenimiento de la propiedad antioxidante dentro del organismo
para complementar la informacién la generacion de este tipo de productos de alto valor

agregado por su beneficio a la salud.
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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo, con
aproximadamente 14 millones de casos nuevos y 8,2 millones de muertes relacionadas con
el cancer en 2012 (Torre et al., 2015). En el caso de México, los tipos de cancer mas comunes
en las mujeres son el de mama y el cervicouterino, con 16,000 y 12,000 diagndsticos nuevos
al afio, respectivamente. La poblacion masculina padece en mayor medida cancer de prostata,
testicular y de colon. Ademas, el pulmonar flagela por igual a ambos sexos. Hoy en dia
existen varias opciones para combatir o contrarrestar los efectos de esta enfermedad como

son la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia, y las innovadoras terapias bioldgicas.
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Las plantas han formado la base de los sistemas tradicionales de la medicina y se ha
recurrido a terapias conocidas como alternativas con productos principalmente de uso
tradicional. Trabajos realizados con antitumorales de origen natural han demostrado que
actan sobre células con alta tasa de division mediante la inhibicién del crecimiento y la
proliferacion. El aguacate es una fruta con forma de pera. Su nombre cientifico es Persea
americana Mill. y pertenece a la familia de las lauréceas (Ochse et al., 1986).

Algunos de los principales componentes quimicos de las diversas partes de la planta
de aguacate son los alcanoles (a veces también denominados acetogeninas alifaticas),
glucdsidos terpenoides, diversos derivados que contienen anillo de furano, flavonoides y una
cumarina. Los alcanoles altamente funcionalizados de aguacate han mostrado muy diversas
propiedades bioldgicas (Yasir et al., 2010).

En Meéxico, el aguacate se incluye en la dieta regular y se utiliza como
acompariamiento, como parte de ensaladas, como guarnicion, entre muchos otros usos. Se
cultivan distintas variedades con caracteristicas distintas como el color y grosor de la cascara
y de distintos tamafios del fruto. Sus hojas frescas o secas se emplean como condimento de
varios platillos.

Posee un alto contenido en aceites vegetales, por lo que se le considera un excelente
alimento en cuanto a nutricion en proporciones moderadas, ya que posee un gran contenido
caldrico y graso. Los extractos de frutos de aguacate poseen un efecto supresor de la poderosa
toxina para el higado D-galactosamina (Kawagishi et al., 2001), insecticida (Rodriguez-
Saona et al., 1998; Rodriguez-Saona et al., 1999), antibacteriano (Sugiyama et al., 1982), asi
como actividades anti-fungicas (Bull y Carman, 1994; Domergue et al., 2000). Ademas, el
consumo de aguacate puede reducir los niveles de colesterol. Este efecto reductor, asi como
los efectos curativos en la piel pueden deberse al alto contenido de &cidos grasos insaturados
(Carranza et al., 1995).

Los extractos de frutos de aguacate tienen actividad anti-inflamatoria a través de la
inhibicion de la actividad de la proteasa neutra, de citocinas pro-inflamatorias y de
prostaglandina E2-(Henrotin et al., 1998). Los extractos de las hojas de aguacate también
han mostrado efectos analgésicos (Adeyemi et al., 2002), asi como fuertes efectos inhibidores
contra el virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1), virus de la enfermedad de Aujeszky (ADV)
y adenovirus tipo 3 (AD3) (de Almeida et al., 1998). Los extractos de las hojas de P.
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americana mostraron, ademas, actividades antidiuréticas y anti-inflamatorias (Adeyemi et
al., 2002).

Cabe mencionar que, las semillas de aguacate son desechadas y desaprovechadas
provocando una fuente de contaminacion. Estas se pueden procesar y asi, convertirse en una
fuente de moléculas con diversas aplicaciones. En el presente trabajo de investigacion se
determind la actividad citotoxica de un extracto de semillas de aguacate en un panel de lineas

celulares de cancer.

Materiales y métodos

1. Extracto de semillas de aguacate
Se realiz6 una extraccion de semillas de aguacate utilizando éter de petroleo. Para los detalles

del procedimiento consultar la referencia Ramos-Jerz (2007).

2. Lineas celulares
En este estudio se utilizaron las lineas celulares humanas Hela (cancer

cervicouterino), A-549 (adenocarcinoma de pulmon) y PC-3 (cancer de préstata).

3. Propagacion de las lineas celulares

Todos los procedimientos para trabajar directamente con las lineas celulares se realizaron
dentro de una cabina de flujo laminar, clase 11 tipo A2. EI medio de cultivo que se utilizé fue
DMEM High Glucose (Dulbecco's Modified Eagle Medium) GIBCO® que fue
suplementado con: 10% de suero fetal bovino (SFB; GIBCO®) y 1% de SNP 100x (5mg/
mL penicilina-5mg/ mL estreptomocina-10mg/ mL neomicina; Invitrogen®). Las lineas
celulares se mantuvieron en crioviales, almacenadas en ultracongelador a temperatura de -
70°C para preservar sus caracteristicas.

Una vez descongelado el criovial, el contenido fue vertido en frascos para cultivo celular de
75 cm?, a los que previamente se les agregd 10 mL del medio suplementado. Terminada esta
operacion los frascos se llevaron a incubar a 37°C, en una atmosfera de 95% de aire y 5% de
COg, por al menos 24 horas hasta observar la confluencia necesaria con ayuda de un
microscopio invertido (Leica DMI). Durante el transcurso de los dias de incubacion se
realizaron varios lavados a los cultivos celulares para desechar restos celulares y células
muertas que no se adhirieron a la superficie de los frascos. Para los lavados se utiliz6 un
buffer salino de fosfatos (PBS).
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4. Tripsinizacion celular

Para realizar los lavados con el PBS fue necesario retirar el medio de los frascos
correspondientes para depositar de 5 a 10 mL del buffer y se aplicaron suaves movimientos
en los frascos para desprender y/o traerse consigo los elementos no deseados en el cultivo, y
posteriormente desecharlos para verter medio nuevo.
Una vez que se obtuvo la confluencia celular suficiente para los ensayos, se procedio a
realizar la técnica de tripsinizado, para lo cual se utilizd la enzima tripsina (0.25% trypsinlx
GIBCO®). El procedimiento se realizd de la siguiente manera: Al haber observado al
microscopio la confluencia requerida, se procedio a realizar el lavado correspondiente con
PBS. Una vez desechado el buffer se agregaron al frasco de 2 a 4 mL de la enzima tripsina
dando suaves movimientos y golpeteos al frasco con las palmas de las manos. Una vez que
se observd la monocapa desprendiéndose del frasco, se agregaron aproximadamente 7 mL de
medio de cultivo DMEM para inactivar la enzima, mismos que se depositaron en un tubo de
15 mL y fueron centrifugados a 1500 rpm por 5 min; concluido el tiempo de centrifugacion
se desecho el sobrenadante y se re-suspendio el boton celular en 1 mL de medio DMEM para
luego hacer las diluciones necesarias y realizar el conteo correspondiente en camara de

neubauer (hemocitdmetro), para hacer las siembras correspondientes en microplaca.

5. Ensayo de citotoxicidad

La técnica utilizada para evaluar la citotoxicidad fue el ensayo colorimétrico con
MTT (Bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-ilo-2,5-difeniltetrazol). Para este ensayo se requirié
sembrar 10,000 células por pozo, en un volumen de 100 pL de medio DMEM, en microplacas
de 96 pozos. Las células se incubaron por 24 horas a 37°C, en una atmdsfera de 95% de aire
y 5% de CO.. Pasando las 24 horas se realizaron los ensayos de citotoxicidad con las
diferentes concentraciones del extracto, retirando el medio de cada pozo, y agregando la
concentracion de trabajo. Estos ensayos se realizaron hasta encontrar la Concentracion Letal
50 (CL50), para lo cual se partio de un stock de 100 mg de cada muestra por 1 mL de vehiculo
y realizando diluciones seriales. Para preparar esta solucidn stock se utilizé por unica vez el
reactivo dimetilsulfoxido (DMSQO), y para las subsecuentes diluciones requeridas se utilizé
el medio de cultivo DMEM (Lopez et al., 2002). La duracion de los tratamientos fue de 24

horas. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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6. Ensayo colorimétrico MTT

Una vez transcurridas 20 horas de tratamiento se aplicaron 20 uL. de MTT (5mg/ mL) a cada
pozoy se dejé incubando por 4 horas; pasadas las 4 horas de incubacion, se desecho el medio
de cultivo de las células tratadas. Finalmente, se agregaron 100 uL. de DMSO en cada pozo
para disolver la sal de formazan e inmediatamente se hizo la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 590 nm en el lector de placas XMark Microplate Spectrophotometer. Se
determind la Concentracion Letal 50 (CL50) por medio de una curva dosis-respuesta,
tomando como 100% de viabilidad la absorbancia de las células control (sin tratamiento con
el extracto) (Lopez et al., 2002).

Resultados

En el presente trabajo se analizo el efecto citotoxico de un extracto de éter de petréleo de
semillas de aguacate (Persea americana Mill.) en las lineas celulares HelLa, A-549 y PC-3,
por medio del ensayo colorimétrico MTT. Los resultados obtenidos fueron expresados como
porcentaje de viabilidad, tomando como 100% la absorbancia de las células control, que
fueron expuestas al vehiculo DMSO a una concentracion no mayor a 0.5%, concentracién
que no afecto su viabilidad durante las 24 horas de incubacion.

En la Fig. 1 se muestra una fotografia representativa de la apariencia de las células, después
de ser incubadas con el MTT.
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Fig. 1 Células HeLa incubadas con MTT.
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Como control positivo se utilizé el antineoplasico cisplatino, el cual indujo cambios

morfolégicos evidentes en las células tratadas (Fig. 2). Se observa la morfologia normal

caracteristica de células epiteliales HeLa, antes de recibir el tratamiento (Fig. 2A) y 24 horas

después del tratamiento con cisplatino (Fig. 2B). Es evidente la muerte celular, las células

pierden su forma alargada, reducen su tamafio y adquieren una forma redondeada, morfologia

tipica de células apoptoticas; también aparecen los Ilamados cuerpos apoptoticos, ademas de

una especie de “explosion” en algunas de las células. Se observaron los mismos efectos en

Fig. 2. Células Hela no tratadas (A) y tratadas (B) con cisplatino.

las células de las lineas A-549 y PC-3 (resultados no mostrados).
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La Fig. 3 muestra la viabilidad de células expuestas a diferentes concentraciones de

cisplatino.
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Fig. 3. Efecto citotdxico del cisplatino en la linea celular HeLa.
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En la Fig. 4 se presenta la morfologia de células HelLa no tratadas (4A) y tratadas con el

extracto de éter de petréleo de semillas de aguacate. Se observa una disminucion del volumen

celular y aparicién de cuerpos apoptéticos en las células tratadas.

A

B

Fig. 4 Células HeLa no tratadas (A) y tratadas (B) con el extracto de semillas de aguacate.

El extracto fue capaz de inhibir la proliferacion e inducir muerte celular, después de 24 horas

de incubacidn, dependiendo de la concentracion de dicho extracto. La citotoxicidad fue
observada en las tres lineas de céncer tratadas, HeLa (Fig. 5), A-549 (Fig. 6) y PC-3 (Fig. 7),

aungue la primera fue mas susceptible a los efectos del extracto, mientras que la segunda

mostré mayor resistencia a sus efectos.
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Fig. 5 Efecto citotoxico del extracto de semillas de aguacate en la linea celular HeLa.
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Fig. 6 Efecto citotoxico del extracto de semillas de aguacate en la linea celular A-549.
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Fig. 7. Efecto citotoxico del extracto de semillas de aguacate en la linea celular PC-3.

Aunque la semilla del aguacate representa un porcentaje considerable de la masa total

del fruto, la investigacion cientifica sobre la fitoquimica y los efectos biol6gicos de la semilla

del aguacate esta apenas en sus inicios. Actualmente, la semilla representa un recurso sub-

utilizado y un desecho en el procesamiento del aguacate. Investigaciones recientes han

mostrado que las semillas del aguacate pudieran mejorar la hipercolesterolemia y ser util en

el tratamiento de la hipertension, condiciones inflamatorias y diabetes. Adicionalmente, se

ha demostrado que las semillas también poseen actividad insecticida, fungicida y anti-

microbiana. Con respecto a sus efectos anti-cancer se ha reportado que el tratamiento de

células de cancer de mama MDA-MB-231 con un extracto metandlico de semillas de
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aguacate provoco la induccion de apoptosis, evaluada por un incremento en la protedlisis de
caspasa 3, caspasa 7 y PARP. El extracto de cascara de aguacate tuvo un efecto similar,
aunque fue més potente (Dabas et al., 2013). Por otra parte, se encontr6 que extractos
etanolicos de endocarpio, semilla, semilla completa y hojas de aguacate indujeron apoptosis
en células de leucemia linfoblastica Jurkat (Bonilla-Porras et al., 2014). En nuestro estudio
se encontré que un extracto de éter de petréleo de semilla de aguacate fue citotdxico para
celulas de cancer cervicouterino HeLa, para células de cancer de pulmdn A-549 y para células
de cancer de prostata PC-3, aunque las células HelLa fueron mas sensibles a los efectos. En
su conjunto, estos hallazgos sugieren que la semilla de aguacate puede ser una fuente
importante de moléculas bioactivas y se puede realizar un aprovechamiento de este recurso

actualmente desechado.
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13. EVALUACION DE PROPIEDADES
ANTIBACTERIANAS Y/O
ANTIINFLAMATORIAS DE NUEVAS
MOLECULAS, MEDICAMENTOS Y/O
SUSTANCIAS DE ORIGEN NATURAL
SOBRE UN MODELO “IN VIVO”.

Jorge Bravo Madrigal.
Biotecnologia, Médica y Farmaceutica, CIATEJ, A. C.

jbravo@ciatej.mx

Introduccién

A partir del descubrimiento, produccion y uso terapéutico de los antibiéticos, durante
la primera mitad del siglo pasado, la industria farmacéutica no ha cesado en la busqueda y
modificacion de nuevas moléculas con actividad terapéutica. EI uso amplio e indiscriminado
de los antibidticos, ocasiond el surgimiento de cepas con multiresistencia [1]. La respuesta
fue el disefio y busqueda de los llamados antibi6ticos de amplio espectro, que en cierta
medida han facilitado y mejorado el prondéstico y probabilidad de éxito en el combate de
infecciones, pero también han ocasionado efectos colaterales como la pérdida y/o
desequilibrio de la microbiota humana[2]. Estos efectos ejercen un fuerte impacto en la salud
del paciente, ya que lo hacen mas propenso a ser colonizado por microorganismos
indeseables tales como el género Clostridium. En el caso de la microbiota respiratoria, esta
también se ve afectada tras la administracion de antibidticos para tratar estas enfermedades

[3, 4]. Por otra parte, se conoce ampliamente que, los efectos secundarios de muchos de los
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antibidticos y antiinflamatorios sintéticos, representen un problema adicional, ya que algunos

causan dafios cuya gravedad esta relaciona con el tiempo de uso.

Si bien México cuenta con la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS), entidad que regula y aprueba el uso de nuevas sustancias para uso
humano, es frecuente escuchar o encontrar diversos productos que ofrecen al publico
tratamientos diversos, cuya seguridad y eficacia no ha sido completamente demostrada,
muchos de ellos son derivados de productos naturales. También se conoce que muchos de
los farmacos actuales se desarrollaron a partir del conocimiento tradicional, por tanto, no se
debe descartar la capacidad de un producto de esta naturaleza para tratar alguna enfermedad
[5, 6].

En este sentido, lo que hace falta mas bien, es una adecuada valoracion de las
propiedades presumidas por los fabricantes de estos productos [7]. El tipo de evaluacion que
se debe llevar a cabo, depende del objetivo de uso y su via de administracion. Existen
modelos que emulan distintas patologias desde metabdlicas, genéticas e infecciosas, el
seleccionar el modelo adecuado para una evaluacién de efectividad farmacoldgica permitiria
aportar evidencia de funcionabilidad de los productos derivados de conocimientos
tradicionales y/o de origen natural y redundaria a la larga en la generacion de nuevas

moléculas.

En CIATEJ, se han desarrollado métodos para evaluar la capacidad de penetracion de nuevos
vehiculos sobre cornea tanto “in vivo” como “ex vivo”, en los cuales se pueden empaquetar
las moléculas con actividad terapéutica. También se ha desarrollado un modelo in vivo de
evaluacion de actividad anti-inflamatoria y antibacteriana en raton, que emula las
caracteristicas propias de la infeccion dérmica humana, y sobre el cual se pueden evaluar,
desde el punto de vista cuantitativo, la efectividad de extractos y/o moléculas de origen

natural.
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Evaluacion inhibitoria en oido

El método desarrollado consiste en infectar el pabellon auricular de ratones BALB/c
mediante un inoculo bacteriano obtenido con una cepa de Streptococcus pyogenes que esta
disponible en el ARS (Culture and Patent Culture Collections). Esta cepa fue aislada de un
caso de Impétigo en humanos, pero fue adaptada en CIATEJ para permanecer e infectar el
pabellon auricular de los ratones. De tal manera que es factible evaluar la capacidad
inhibitoria o bactericida de sustancias antimicrobianas. Para lograr establecer la infeccion se
debe realizar una lesion sobre el pabellon auricular, dicha lesién consiste de tres
perforaciones equidistantes una con otra por 2 mm de separacion.

La infeccion generada por este modelo, ocasiona desde las 24hrs un incremento en el
grosor del pabellon auricular, mismo que puede medirse utilizando un micrémetro digital.
Los resultados han mostrado reproducibilidad entre diversos experimentos y es muy clara la
diferencia de la inflamacion generada en pabellones infectados en comparacion con los
controles inoculados con Regulador de Fosfatos (PBS) (Fig. 1A).
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Fig. 1 Edema inducido tras la inoculacion de Streptococcus pyogenes en pabellon auricular.
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Por otra parte, hemos confirmado que el incremento en el grosor observado es
compatible con los hallazgos encontrados en una dermatitis infecciosa, ya que observamos
en cortes de tejido infectado, abundantes leucocitos polimorfonucleares, hiperplasia, asi
como aumento de la permeabilidad vascular. Asi como este método permite cuantificar el
edema o inflamacién, también permite cuantificar el tiempo de infeccion, basado esto en la
capacidad de persistencia del patégeno inoculado, para esto se evallUa la presencia de S.
pyogenes en los pabellones infectados. El aislamiento bacteriano claramente muestra una
mayor permanencia del patdgeno sobre el sitio de la lesion en comparacion con el tiempo
que permanece la bacteria en pabellones intacto, es decir, sin la lesion requerida para causar
la infeccion (Fig. 2).
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Fig. 2 Persistencia de S. pyogenes en pabellon auricular.

El edema inducido tras la inoculacion (Fig. 2), se detecté como un incremento en el
grosor del pabellén auricular, en este experimento, ratones BALB/c (n=14) fueron inoculados
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en uno de los pabellones con 1X108ufc de S. pyogenes, mientras que el pabellon contralateral
fue inoculado con PBS. La Fig. 1 muestra el incremento promedio del grosor auricular tras
la inoculacion. Desde el primer dia al séptimo, se observé diferencia estadisticamente
significativa, p<0.05 (T Student pareada), las barras de desviacion muestran el error estandar

de la media.

Se evalud la persistencia de S. pyogenes en pabellon auricular (Fig. 2), los ratones se
inocularon con la bacteria como se mencionado antes, a un grupo de ratones (n=50) previo a
la inoculacion, se les realizd una lesion triple, mientras que el otro grupo (n=6), Unicamente
recibieron el inoculo sobre la superficie intacta del pabellén, 24 h después se realizaron
diariamente cultivos de exudado de pabellon todos los individuos de cada grupo, Yy
observamos que a partir del segundo dia, hubo una mayor frecuencia de aislamiento del
patdgeno, en aquellos a los que se les realizo la inoculacién sobre la lesién, lo cual implica

que el éxito en infeccion de este modelo depende de la via de inoculacion (x? p<0.0001).

Evaluacion terapéutica

Con el fin de determinar si las caracteristicas del modelo desarrollado, permiten la
evaluacion topica de moléculas con propiedades terapéuticas, hemos evaluado el uso de un
medicamento comercial con probado efecto anti-inflamatorio y antimicrobiano, que incluye
en su formulacion ciprofloxacina, benzocaina e hidrocortisona en comparacion con un
placebo, la comparacion del efecto se realiz6 en ratones (n=6) en dos ocasiones diferentes,
todos los ratones se inocularon con S. pyogenes para inducir la dermatitis infecciosa en ambos
pabellones, los tratamientos se realizaron a doble ciego, considerando que uno de los
pabellones de cada raton recibiera el tratamiento y el otro el placebo. Los resultados

mostraron que el modelo es til para evaluar la efectividad antibacteriana y anti-inflamatoria
(Fig. 3).
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Fig. 3. Evaluacion de actividad anti-inflamatoria y antimicrobiana de un medicamento comercial

sobre el modelo in vivo de dermatitis infecciosa (fuente: Marino-Marmolejo et, al 2016) [8].
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Asi como evaluar la efectividad antimicrobiana (Fig. 4). Un grupo de ratones (n=12)
fueron infectados en ambos pabellones con un inoculo ajustado a 1X108ufc/mL, 1 hora
después, se aplico un tratamiento comercial en un pabellén, mientras que en el otro se aplico
un placebo. A) La grafica muestra el incremento en el grosor del pabellon auricular causado
por el edema inducido y su efecto con el placebo, por otra parte, se observa que la aplicacion
del medicamento comercial evito el edema, observandose diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con el placebo durante los tres dias posteriores a la inoculacion,
(p< 0.003 t student pareada). B) La aplicacion del medicamento comercial mostro efecto
bactericida sobre el pabellon auricular inoculado con S. pyogenes. Un dia después de la
aplicacion del medicamento, se realizaron cultivos de exudado 6tico diariamente durante los
siguientes 8 dias. Observamos que desde primer dia de aplicacion del tratamiento y hasta el
dia 5, hay un diferencia significativa en la frecuencia de aislamiento del patégeno (x?
p<0.0285).

Conclusiones

Los resultados muestran la utilidad del modelo, en la evaluacion tdpica de
tratamientos antimicrobianos o anti-inflamatorios, con la ventaja de mostrar resultados
cuantitativos, reproducibles y objetivos, cualidades requeridas para la evaluacién de
efectividad. Dada la utilidad prevista de este modelo en la evaluacion de las continuas
formulaciones que llevan a cabo la industria farmacéutica, se ha solicitado desde 2013 la
patente de este método, la cual aln esta en evaluacion, adicionalmente se ha enviado una
publicacion del método a fin de que pueda difundirse el método en el campo de la
investigacion experimental [8]. En CIATEJ contamos con la infraestructura y capacidad para

la evaluacion preclinica de moléculas y extractos naturales mediante esta tecnologia.
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Resumen

Helicobacter pylori, es una bacteria Gram negativa que infecta aproximadamente al
50% de la poblacién mundial. Su descubrimiento y aislamiento hace 33 afios por Robin
Warren y Barry Marshall marcé el inicio de una serie de investigaciones enfocadas a la
compresion de patologias gastricas asociadas a esta bacteria y a sus tratamientos. H. pylori
es considerada como el agente causal de la gastritis cronica y se relaciona con las Ulceras
pépticas duodenal y gastrica, cancer gastrico o adenocarcinoma, linfoma gastrico MALT y
otras patologias. Sus diversos mecanismos de virulencia le proporcionan la capacidad de
colonizar el estbmago en condiciones adversas. Existen variados tratamientos y terapias que
se enfocan a su erradicacion en pacientes infectados, sin embargo, la resistencia que la
bacteria genera a los antibidticos, sus altos costos y los efectos secundarios que se suscitan
en el hospedero, con frecuencia conducen al abandono del tratamiento, de tal forma que la
infeccion reincide de manera recurrente pudiendo devenir en patologias de mayor gravedad.
Ante esta problemética y ante la busqueda de terapias alternativas, varios grupos de
investigacion en el mundo basados en los conocimientos de la medicina tradicional sobre el
uso de productos naturales para el tratamiento de patologias como la gastritis y la tlcera, han
realizado investigaciones encauzadas hacia el uso de extractos de hierbas medicinales o de
varias especies vegetales para la erradicacion de la bacteria y su incidencia en la
sintomatologia. En México, un ejemplo del empleo de extractos para el tratamiento de

problemas con gastritis y Ulceras es el uso del axihuitl (Eupatorium aschembornianum Sch.)
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en municipios cercanos al eje neo-volcanico del estado de Morelos, como son Tepoztlan y
Huitzilac. Los pobladores de estos lugares emplean en decocciones de hojas de axihuitl para
el tratamiento de problemas con gastritis, en CIATEJ se determind que los extractos de esta
especie vegetal tienen propiedades bactericidas contra bacterias Gram negativas patogenas
de plantas (Pseudomonas spp., Dickeya spp.), por lo cual se tiene la hipotesis de que este

extracto tiene efecto bactericida contra H. pylori.

Introduccion

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa que coloniza el epitelio 0 mucosa
gastrica del ser humano y puede causar un amplio espectro de lesiones gastricas. Su infeccion
es asociada a enfermedades como gastritis cronica, Ulceras pépticas (gastricas y duodenales),
adenocarcinoma, linfoma gastrico MALT y otros problemas de salud con los que se le
relaciona. Esta bacteria patégena infecta aproximadamente a la mitad de la poblacion
mundial y en México se ha reportado una seroprevalencia del 66%. H. pylori ha desarrollado
mecanismos de colonizacion y virulencia que aseguran el éxito en el establecimiento de su
nicho, lo que desencadena una respuesta local y sistémica por parte del sistema inmune, no
obstante, la bacteria puede modular esta reaccion e infectar a su hospedero de manera cronica
(Espinosa y Romero, 2014). La gastritis crénica, es una de las principales enfermedades que
causa la bacteria en personas infectadas y en algunos casos puede devenir en lesiones
precancerosas y posteriormente en céncer gastrico, siendo méas vulnerables a este tipo de
enfermedades personas que habitan en algunas regiones de bajo nivel socioeconémico
(Correa y Piazuelo, 2008), donde determinados factores como el hospedero y el tipo de cepa
bacteriana influyen en la prevalencia de la enfermedad. Las patologias asociadas a H. pylori
se manifiestan principalmente en adultos, sin embargo, estudios epidemiolégicos sugieren
que es por lo general durante la infancia que la infeccion se adquiere (Torres et al., 2000),
por lo que la deteccion precisa y el diagnostico en esta etapa son importantes para tomar
acciones tempranas que permitan detener la evolucidon a patologias mas graves. No obstante,
la deteccion no es facil debido a que una infeccion aguda puede producir una gastritis
superficial y la infeccion persistente conduce a una gastritis cronica que puede ser
asintomatica (Torres et al., 2000). En casi todas las personas infectadas por H. pylori hay

gastritis, pero la mayoria permanecen asintomaticas. Uno de los problemas en el control de
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H. pylori es la generacidn de resistencia a antibidticos, ademas de que una vez eliminada la
infeccion suele haber reinfecciones (O’Connor, 1992), pues el tratamiento de H. pylori por
antibiodticos no asegura en todos los casos el r en pacientes ya tratados, habiendo reincidencia
de la infeccion. Ante esta problematica, una alternativa viable a las terapias existentes es el
empleo de extractos vegetales con actividad antibacteriana contra H. pylori (Sharma et al.,
2016). El empleo de extractos vegetales tiene la ventaja de que existen diversas especies de
plantas estudiadas con actividad anti H. pylori por lo que el acceso a la poblacion de alguna(s)
de las plantas eficientes es mayor, ademas de que este tipo de tratamiento seria mucho menos
toxico para el organismo humano que el empleo de terapias que incluyen grandes cantidades
de antibidticos para el tratamiento del padecimiento. En México el grupo de la Dra. Irma
Romero Alvarez de la Facultad de ciencias de la UNAM, es pionera en el estudio de la
actividad anti H. pylori in vitro empleando plantas medicinales mexicanas. Espinosa y
Romero (2014), con el objetivo de usar extractos o compuestos aislados como posibles
farmacos para el control de enfermedades asociadas a esta bacteria, analizaron extractos
acuosos y metanolicos de diversas especies vegetales medicinales encontrando que, de éstas,
el 77% presentan actividad contra H. pylori en al menos uno de los extractos ensayados,
también aislaron algunos compuestos activos contra la bacteria y estudiaron los extractos de
una manera integral. Una de las especies evaluadas por sus efectos en el tratamiento de
gastritis, Ulcera péptica y cancer gastrico es el “cuachalalate” (Amphipterygium adstringens)
de la cual identificaron que son los acidos anacardicos los principales compuestos activos
contra la bacteria.

En el CIATEJ se ha evaluado la actividad antimicrobiana de extractos de E.
aschembornianum, planta medicinal empleada tradicionalmente para el tratamiento de la
gastritis en algunas regiones del estado de Morelos contra bacterias fitopatdgenas,
obteniéndose buenos resultados. Dentro de este contexto, se iniciaron investigaciones
enfocadas a la evaluacion de de extractos de axihuitl, por su actividad antimicrobiana, contra

H. pylori
Generalidades de Helicobacter pylori
H. pylori es una bacteria microaerofilica Gram-negativa que vive en la mucosa gastrica

humana, causante de diferentes lesiones gastricas y asociada al riesgo de padecer cancer de

estomago (Ohsaki et al., 1999; Wang, 2014). Esta bacteria fue descubierta por Robin Warren
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en el tejido inflamado de la mucosa gastrica de pacientes con gastritis cronica, y
posteriormente, se logré su cultivo por Barry Marshall. Por estos hallazgos, a ambos
investigadores les fue concedido el premio Nobel en Fisiologia o Medicina en 2005 (Espinosa
y Romero, 2014). La informacion sobre el descubrimiento y cultivo de la bacteria encontrada
en la mucosa gastrica y asociada a la gastritis y Ulcera fue publicada en 1984 en un articulo
en The Lancet (Marshall y Warren, 1984) denominado “Unidentified curved bacilli en the
stomach of patients with gastritis and peptic ulceration”. Este bacillo fue inicialmente
Ilamado Campylobacter pylori y en 1989 fue reclasificado como H. pylori (Goodwin et al.,
1989). Sus mecanismos de virulencia han permitido que esta bacteria tenga la capacidad de
colonizar el estdmago en condiciones adversas. Uno de los primeros mecanismos que juega
un papel importante en la colonizacion de H. pylori es la produccién de la enzima ureasa,
que le permite hidrolizar la urea en amonio y CO2 para generar un microambiente alcalino
alrededor de ella, asi como, del citoplasma y el periplasma, permitiendo la supervivencia de
la bacteria al ambiente &cido del estbmago (Escobedo-Hinojosa y Romero, 2011; Marcus y
Scott, 2016; Praszkier et al., 2016). La enzima ureasa es de gran importancia para H. pylori
que representa el 10% de las proteinas celulares y es altamente conservada en todas las cepas
(Mobley et al., 1991; Escobedo-Hinojosa y Romero, 2011). Posteriormente, H. pylori es
capaz de atravesar el viscoso gel del mucus que cubre el epitelio gastrico con ayuda de su
motilidad flagelar y su forma espiral curveada, con la finalidad de llegar hacia las células del
epitelio gastrico en donde las condiciones de pH le son méas favorables (Escobedo-Hinojosa
y Romero, 2011; Marcus y Scott, 2016). Otro paso importante durante el proceso de
colonizacion es la interaccidn estrecha de H. pylori con las células gastricas que es mediada
a través de diferentes adhesinas, muchas de las cuales son proteinas de la membrana externa
y que reconocen distintas proteinas, proteolipidos o carbohidratos sobre la superficie de las
células epiteliales (Testerman et al., 2001). Otro factor de virulencia importante durante la
colonizacion de H. pylori, es la citotoxina vacuolizante (VacA), la cual es codificada por el
gen vacA que posee cuatro regiones variables, cada region variable posee variantes alélicas
que estan implicadas en el riesgo de desarrollar enfermedades gastricas (Ulceras pépticas y
cancer de estomago) (Cover et al., 2016). La citotoxina VVacA es secretada a través de un
sistema de secrecion tipo V y tiene la capacidad de formar canales en la membrana de las

células epiteliales permitiendo la salida de aniones y pequefias moléculas organicas (urea),
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ademas posee otros efectos de importancia como la actividad vacuolizante, induccion de la
autofagia, apoptosis y la actividad inmunosupresora (Kim, 2016; Nakano et al., 2016). La
citotoxina asociada al gen A (CagA) es otro de los factores de virulencia de importancia en
la patogenicidad de H. pylori. El gen cagA que, codifica a la proteina CagA, esta codificada
dentro de la isla de patogenicidad cag (cag PAI) que es un conjunto de alrededor de 32 genes,
dentro de ellos se encuentran los genes del conjunto de proteinas encargadas de formar
Sistema de Secrecion Tipo IV (SST4) que trasporta el material presente en el citoplasma de
H. pylori dentro de la célula hospedera (Kim, 2016). La CagA es trasportada a traves del
SST4 hacia el interior de las células del epitelio gastrico, dentro de ella tiene efectos
importantes como cambios en el citoesqueleto, elongacion celular, en la motilidad, respuestas

pro-inflamatorias y la apoptosis (Escobedo-Hinojosa y Romero, 2011).

Extractos vegetales con actividad anti-Helicobacter pylori

En todo el mundo, diferentes especies de plantas fueron utilizadas de manera comun
por los antepasados del hombre para el tratamiento de diversas afecciones, lesiones y
malestares. Sin embargo, con el descubrimiento de los antibidticos y el desarrollo de nuevas
moléculas sintéticas se dio paso a un mejor tratamiento de estas problematicas, asi como de
la enfermedad misma, dejando a un lado el uso de estas plantas medicinales (Safavi et al.,
2015; Sharma et al., 2016). A pesar de ello, durante las ultimas décadas se ha registrado la
aparicion de bacterias resistentes a un amplio espectro de antibidticos generando asi una
problematica alarmante para la salud humana a nivel mundial. Debido a ello, se necesitan
nuevos tratamientos para el control de bacterias resistentes, como el caso de H. pylori y el
uso de extractos vegetales ofrece una alternativa para su control (Sharma et al., 2016).

En los ultimos afios, se han evaluado diferentes especies de plantas para determinar su
capacidad para inhibir el crecimiento de H. pylori en condiciones in vitro, el cual es uno de
los pasos a seguir en la busqueda de extractos vegetales con potencial para generar nuevas
terapias para el control de esta bacteria (Cos et al., 2006). En la literatura se encuentran
numerosos estudios que comprueban el potencial de los extractos vegetales en el control de
H. pylori, en este trabajo sdlo se consideraron los estudios de plantas en donde se evalud el
efecto anti-H. pylori a partir de sus extractos crudos (Tabla 1). En resumen, se han evaluado

mas de 102 diferentes especies de plantas utilizando varias partes como hojas, raiz, rizomas,
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corteza, tallos, flores, frutos y semillas a través de la extraccion con diferentes solventes como
metanol, etanol, agua, acetato de etilo, cloroformo, diclorometano y dietil éter (Tabla 1). Se
considerd un extracto con fuerte actividad a aquellos cuya concentracion inhibitoria minima
(CIM) fuera < 0.001 mg mL™, aunque esta referencia se hace para las pruebas in vitro (Wang,
2014). Los extractos de plantas registrados en la Tabla 1, solo el 8% presenta esta fuerte
actividad anti-H. pylori. Por ejemplo, Escobedo-Hinojosa et al. (2014) encontraron que los
extractos crudos metanolicos de hojas, tallos y raices de Hippocratea celastroides, utilizados
en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la gastritis, presentaron una CIM
de 0.0078 mg mL™ en contra de H. pylori ATCC 43504. En el mismo sentido, Mahady et al.
(2003) encontraron que el extracto crudo metanolico de rizoma de Hydrastis canadensis,
utilizada por los indigenas nativos americanos para el tratamiento de la gastritis e indigestion,
mostr6 una CIM de 0.00078 mg mL* en contra de un aislado clinico de H. pylori, pero al ser
probado contra H. pylori ATCC 43504 mostré una CIM de 0.05 mg mL™. Los estudios
mostrados en la Tabla 1 indican un amplio intervalo de la CIM de los extractos vegetales de
diferentes especies que van de 0.00078 a 1500 mg mL™* contra diferentes aislados clinicos y
cepas de referencia de H. pylori.

Un aspecto importante durante la seleccion de extractos vegetales con potencial anti-
H. pylori es la evaluacion in vivo en un modelo animal para conocer la seguridad, calidad y
efectividad de los extractos vegetales como terapias alternativas para el control de H. pylori,
para su posterior estudio clinico (Cos et al., 2006; Sharma et al., 2016). Basado en los
estudios revisados solo el 21% fueron en modelo animal (ratas o ratones), de los cuales el
18% presentd pruebas de citotoxicidad y/o gastroprotector (anti-Glceras) de los extractos
vegetales. Escobedo-Hinojosa et al. (2012) demostraron que la administracion oral de
extracto metanolico de la corteza del tallo de Cyrtocarpa procera en ratones CD-1 a dosis de
0.1 a 300 mg kg* tuvo un efecto gastroprotector significativo, mostrando la reduccion del
area de la lesion de Ulceras inducidas por etanol con respecto al control, ademas determinaron
que la dosis letal media (DLso) del extracto fue mayor a 5000 mg kg™*. Kushima et al. (2009)
evidenciaron que la administracion oral de los extractos metanélicos de hoja de Davilla
elliptica y D. nitida en ratones Swiss y ratas Wistar a dosis de 500 mg kg™ tuvo un efecto
gastroprotector significativo en contra de las lesiones ulcerosas inducidas por etanol con

respecto al control no tratado, asi también, indicaron que dosis orales de 5000 mg kg™ de

185



Control de H. pylori con extractos vegetales J.R. Trinidad et al

ambos extractos no mostraron toxicidad o cambios en el comportamiento de los ratones.

Las pruebas de efectividad anti-H. pylori de extractos vegetales en roedores fueron
realizadas en al menos el 2% de los estudios; Souza et al. (2009) encontraron que el
tratamiento oral de ratas albinas Wistar con el extracto etandlico de la corteza del tallo de
Calophyllum brasiliense a dosis de 50, 100 y 200 mg kg™ durante 14 dias mostré una
reduccion significativa (> 50%) en la deteccion de H. pylori en el tejido gastrico a través de
la prueba de ureasa, ademas, no se observaron efectos tdxicos o cambios en el
comportamiento en los ratones Swiis-Webster tratados oralmente con el extracto a dosis de
250, 500, 1000 y 3000 mg kg*. Asi también, Kouitcheu et al. (2016) encontraron que la
administracion oral del extracto metandlico de hojas de Eryngium foetidum a dosis de 500
mg kgt en ratones albinos Swiss, una vez al dia durante una semana, redujo la deteccion de
H. pylori en el tejido gastrico en un 100% a través de las pruebas de catalasa, ureasa y tincion
de Gram, sin embargo, el conteo en placa Petri de la carga bacteriana demostré que la
concentracion de H. pylori fue disminuida significativamente en el tejido gastrico debido al
extracto de E. foetidum (381 £ 239.5 ufc) con respecto a los ratones no tratados (14350 £ 690
ufc). Estos estudios muestran el potencial que tienen los extractos vegetales como terapia
alternativa para el control de H. pylori.

Existe una gran variedad de extractos vegetales con actividad anti-H. pylori (Tabla 1)
de los cuales el 79% de los estudios no tienen una evaluacion in vivo en modelos animales.
Estos extractos vegetales podrian tener potencial como terapias alternativas para el control
de H. pylori adicionados de manera integral con el uso de la nanotecnologia para el desarrollo
de sistemas de entrega de fArmacos o extractos mas eficientes. Pan-in et al. (2014) probaron
el uso de nanoparticulas mucoadhesivas cargadas con el extracto de Garcinia mangostana,
las pruebas preliminares de la administracion oral del extracto encapsulado en ratones
mostraron un mayor efecto en el combate de H. pylori con respecto al extracto no
encapsulado, aunque sin una erradicacion completa. Es por ello, que el uso de terapias triples
(omeprazol, amoxicilina y claritromicina 0 metronidazol) o cuadruples (subcitrato de
bismuto, tetraciclina, metronidazol y omeprazol) aunado al uso de micro o
nanoformulaciones de extractos vegetales en combinacion con antiadherentes vy
gastroprotectores podrian ayudar a la erradicacion de esta bacteria que afecta a méas del 50%

de la poblacion mundial (Graham y Mohammadi, 2016).
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Tabla 1. Estudios de extractos vegetales que muestran actividad anti-Helicobacter pylori en distintas condiciones experimentales.

Referencia

Especie vegetal

Solvente del extracto

Concentracion (mg mL?) *

Kouitcheu et al. (2016) @

Abreu-Miranda et al. (2015) @
Espinosa-Rivero et al. (2015)
Garro et al. (2015) @

Hamad et al. (2015) *

Périco et al. (2015) @
Pinheiro-Silva et al. (2015) @
Boyanova (2014) *

Escobedo-Hinojosa et al. (2014) @
Gonzélez-Cantl (2014)

Huang et al. (2014)

Lawal et al. (2014)

Lee et al. (2014)

Ozen et al. (2014)
Palacios-Espinosa et al. (2014) @
Cho et al. (2013)

Jung et al. (2013) @

Lien et al. (2013)

Ribeiro et al. (2013) 2

Zhang et al. (2013) @
Escobedo-Hinojosa et al. (2012) @
Ngan et al. (2012)

Ranilla et al. (2012)

Rao et al. (2012)
Sakunpak vy
(2012)

Shahani et al. (2012)

Panichayupakaranant

Bidens pilosa
Eryngium foetidum
Galinsoga ciliata
Solanum cernuum

Parthenium hysterophorus

Lithraea molleoides
Punica granatum
Syzygium aromaticum
Serjania marginata
Terminalia catappa
Aspalathus linearis
Hypericum perforatum
Hippocratea celastroides
Agave lechuguilla
Agave lophantha
Morinda citrifolia
Theobroma cacao
Magnolia sieboldii
Origanum minutiflorum
Cuphea aequipetala
Anthriscus sylvestris
Paeonia suffruticosa
Anisomeles indica
Caesalpinia pyramidalis
Geranium wilfordii
Cyrtocarpa procera
Paeonia lactiflora
Phyllanthus niruri
Anisomeles indica
Garcinia cowa

Geum iranicum

AE

MeOH

AE

EtOH 70%

Hex

MeOH

H.0

H.O

EtOH 70%
EtOH/ H20 (Fr)
H.O

H.O

MeOH

MeOH

MeOH

EtOH 95%
MeOH
MeOH/Hex (Fr)
MeOH

H.0
MeOH/DM (Fr)
EtOH 70%
EtOH 95%
EtOH 90%
EtOH 95%

Hex
MeOH/Hex (Fr)
H.O

EtOH

AE

MeOH

CIM 0.256-1.024; CBM 0.512-1.024
CIM 0.064- > 1.024; CBM 0.064
CIM 0.128- > 1.024; CBM 0.512
CIM>04;CBM>04

CIM 0.015-0.031

CIM 0.008-0.125

Cl 120

C150.6

CIM 0.075

CIM 0.125

CI1 0.6 mg/micropozo

CI1 0.6 mg/micropozo

CIM 0.0078-0.125

Cl 5-10

Cl 10

CIM 5; CBM 10

CIM 80

C10.1-1 mg/disco

Cl2

CIM 0.125

C10.05 mg/disco

CBM 0.1

Cl05

CIM 0.625; CBM 10

NI (moderadamente efectivo)
CIM 0.0078

CI 1-10 mg/disco

CI15-10 mg/disco

CBM 0.4

CIM 1.25; CBM 5

C10.001 mg/disco
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Referencia

Especie vegetal

Solvente del extracto

Concentracion (mg mL™1)*

Silva et al. (2012)
Henao et al. (2011)
Moon et al. (2011)
Njume et al. (2011a)
Njume et al. (2011b)
Njume et al. (2011c)

Njume et al. (2011d)
Njume et al. (2011e)
Okeleye et al. (2011)
Robles-Zepeda et al. (2011) *

Tanetal. (2011) @
Cwikla et al. (2010)

Fock et al. (2010)

Hsu et al. (2010)
Tan et al. (2010)
Yang et al. (2010)
Adeniyi et al. (2009)

Bonacorsi et al. (2009)
Brown et al. (2009)

Castillo-Juarez et al. (2009) f
Kushima et al. (2009) &

Lee et al. (2009a)

Lee et al. (2009b) @
Moleiro et al. (2009) @
Souza et al. (2009) @

Terminalia macroptera
Lippia alba
Hypericum erectum
Garcinia kola
Sclerocarya birrea
Combretum molle
Garcinia kola
Sclerocarya birrea
Combretum molle
Bridelia micrantha
Ambrosia confertiflora
Ibervillea sonorae
Ocimum suave
Agrimonia eupatoria
Taraxacum officinale
Cinnamomum verum
Solanum nigrum
Solanum lyratum
Enantia chlorantha
Lespedeza spp.

Eucalyptus camaldulensis

Eucalyptus torelliana
Byrsonima crassa
Vitis vinifera

Vitis rotundifolia
Annona cherimola
Davilla elliptica
Davilla nitida
Alpinia officinarum
Gardenia jasminoides
Mouriri elliptica
Calophyllum brasiliense

EtOH 80%
H.0
MeOH/AE (Fr)
EtOH
AcC/AE (FC)
Ac

EtOH

Ac

Ac

AE

MeOH
MeOH

H.0

EtOH 45%
EtOH 35%
NI

NI

EtOH 50%
H.O

EtOH 50%
CHClI;
CHClI;
CHCI;
Ac:H0:AcA
Ac:H0:AcA
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH/CHCI; (Fr)
EtOH 70%
MeOH
EtOH 75%

CIMs0 0.2

Cl0.5

CIMso 0.038-0.063; CIMgo 0.098- > 0.1
CIMs 0.63-5.0

CIMs 0.31

ClIMs 0.08-2.5

CIMs 0.63-5

CIMg 0.06-2.5

CIMg 1.25-5

CIMsp 0.0048-0.156; CIMg 0.0048-2.5
C|M50 <0.2

CIMsp < 0.2

CIM 1.17,CBM 2.34
Cl10.8 (97% AA)

C10.8 (26% AA)

CIM 60-750; CIMso 0.125
CIM 125-1500; CIMsp 0.25
CI 2 mg/disco

CIM 0.39; CBM 1.56

Cl 6.3-100 (20-80% AA)
CIM < 0.0125-0.1

CIM <0.0125-0.4

CIM 1.024

CIM 0.512-1.024

CIM 0.256-1.024

CIM < 0.0156

CIM 0.25

CIM 0.125

C10.1-1 mg/disco

CBM 0.1

CIM 0.025

CIM 0.031
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Referencia

Especie vegetal

Solvente del extracto

Concentracion (mg mL?)*

Stoicov et al. (2009) @
Vega et al. (2009)
Zhou et al. (2009)

Ito et al. (2008)

Lai et al. (2008)
Wau et al. (2008)
Claros et al. (2007)

Narayan et al. (2007)
Ndip et al. (2007)
Buruk et al. (2006)
Nostro et al. (2006)
Park et al. (2006)
Stege et al. (2006)
Chun et al. (2005)

Li et al. (2005) *
Ochi et al. (2005) *

Wang y Huang (2005a)
Wang y Huang (2005b)
Adeniyi y Anyiam (2004)
Chatterjee et al. (2004)
Nariman et al. (2004)

Shin et al. (2004)

Goel et al. (2003)
Konstantinopoulou et al. (2003)
Mahady et al. (2003a)

Mahady et al. (2003b)
Stamatis et al. (2003)

Camellia sinensis
Artemisia douglasiana
Apium graveolens
Gymnaster koraiensis
Lactuca sativa
Phyllanthus urinaria
Scutellaria baicalensis
Calendula officinalis
Clinopodium bolivianum
Piper angustifolium
Pterocarpus santalinus
Lycopodium cernua
Heracleum platytaenium
Zingiber officinale
Tabebuia impetiginosa
Larrea divaricata
Origanum vulgare
Eugenia caryophyllata
Santalum sp.

Salvia sp.

Plumbago zeylanica
Paederia scandens
Allium ascalonicum
Vaccinium corymbosum
Trachyspermum copticum
Xanthium brasilicum
Wasabia japonica
Bacopa monniera
Anthemis altissima
Sanguinaria canadensis
Hydrastis canadensis
Zingiber officinale
Anthemis melanolepsis

EtOH 50%
CHCl3
EtOH
MeOH
MeOH
CHCl3
EtOH
DM/EtOH 75% (Fr)
DM
DM/EtOH 75% (Fr)
EtOH
MeOH
MeOH
EtOH 95%
MeOH

H.0

EtOH 60%
EtOH 95%
MeOH

AE

AE

EtOH 95%
MeOH

NI

MeOH
MeOH

DE

MeOH

NI

MeOH 95%
MeOH 95%
MeOH
MeOH 70%

CI1 9.3 mg/disco

CIM 60-120

CIM 0.3

CIM 0.25

CIM>1

CBM 0.097

ClIMs 2.60; CBM 3.26

Cl1 0.6 (disco impregnado)
C1 0.6 (disco impregnado)
C1 0.6 (disco impregnado)
CIM 0.02

CIM 0.182; CBM 1.87
CIM 0.019

CIM 0.01-0.08

CI 0.05-5 mg/disco

CIM 0.04-0.1

C10.05 mg de fenoles/disco
CIM 0.04

CI1 100 mg/disco

CI1 100 mg/disco

CIM 0.32-1.28

CIM 0.64-5.12

CIM 6.25-12.5

Cl 10 (100% AA)

CIM 0.031-0.25

CIM 0.062-0.25

CBM 1.05

Cl>1

CIM 0.312-1.25

CIM 0.0125-0.05

CIM 0.00078-0.05

CIM 0.00625-0.05

CIM 0.625-2.5
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Especie vegetal

Solvente del extracto

Concentracion (mg mL™1)*

Fukai et al. (2002)
Gadhi et al. (2001)
Malekzadeh et al. (2001)
Hamasaki et al. (2000)
Annuk et al. (1999)

Ohsaki et al. (1999)
Tabak et al. (1999)
Germano et al. (1998) @
Kadota et al. (1997)
Sivam et al. (1997)
Cellini et al. (1996)

Glycyrrhizin uralensis
Aristolochia paucinervis
Terminalia chebula
Evodia rutaecarpa
Arctostaphylos uva-ursi
Vaccinium vitis-idaea
Myroxylon perviferum
Cinnamonum cassia
Pteleopsis suberosa
Rabdosia trichocarpa
Allium sativum

Allium sativum

MeOH
MeOH
H.0O
DE
H.0
H.0O
MeOH/AE (Fr)
DM
MeOH
MeOH
H.0
H.0

Cl 10

CIM 32-128

CI 0.4 mg/disco

C1 0.016-0.031

CI 1.5 mg de taninos/pozo
C10.59 mg de taninos/pozo
CIM 0.03

C10.025-0.1 mg/disco
CIM 0.031-0.25
C10.001-0.01

CIM 0.04

CIM 2-5; CBM 2-5

Los estudios presentados en esta tabla muestran la actividad anti-Helicobacter pylori de los extractos crudos Unicamente.
2 Indica que estos estudios presentaron pruebas en modelo animal.
T Indica que estos autores probaron mas de tres extractos de plantas con actividad anti-Helicobacter pylori.

* En la mayoria de los estudios la CIM y la CBM fueron determinadas por el ensayo de dilucién (microdilucion) en caldo de
cultivo o por el ensayo de dilucion en agar, en otros trabajos solo se determind la Cl a través del ensayo de difusion en disco de

papel filtro.

Solventes: MeOH: Metanol; EtOH: Etanol; AE: Acetato de etilo; Hex: Hexano; Ac: Acetona; DM: Diclorometano; AcA: Acido
acético; DE: Dietil éter; CHCIs: Cloroformo; H.O: Extracto acuoso; NI: No indicado; Fr: Una fraccion de la primera extraccion.

Concentraciones: CIl: Concentracion inhibitoria, solo se observd inhibicion del crecimiento; CIM: Concentracidn inhibitoria
minima; CBM: Concentracién bactericida minima; AA: Actividad antibacteriana.
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Perspectivas sobre el control de Helicobacter pylori con extractos vegetales

Como se observa en la tabla presentada en el desarrollo de este capitulo, los estudios
realizados para enfrentar un problema de salud publica mundial son amplios y diversos
respecto al uso de plantas de uso medicinal tradicional, asi como, otras alternativas no
tratadas en este capitulo tales como aceites esenciales, péptidos con actividad antimicrobiana,
propdleos, extractos de miel y compuestos puros (aislados de extractos vegetales). A pesar
de lo anterior, aun no son claras las alternativas mas viables para enfrentar estos graves
problemas de salud, que de manera individual permitan la erradicacion de H. pylori. Las
diversas especies vegetales evaluadas poseen compuestos bioactivos con amplia actividad
antimicrobiana o incluso bactericida contra H. pylori, pero hace falta extender ain mas los
estudios in vivo en modelos animales, clinicos y determinar con mayor precision los
mecanismos de la actividad biologica de los extractos, para posteriormente disefiar
estrategias a base de micro o nanoformulaciones con el fin de hacer significativamente mayor
el control de H. pylori sin causar efectos secundarios importantes en la salud humana.
Finalmente, también sera de vital importancia combinar distintas terapias de control de la
bacteria patdgena, como se hace actualmente, con el fin de evitar la resistencia de H. pylori
a los compuestos bioactivos contenidos en las especies vegetales, es decir, las micro o
nanoformulaciones tendrian que proponer una amplia gama de accion en contra del patdgeno.
Esta amplia gama de accién, proveniente de la diversidad de especies vegetales, pueden tener
efecto bactericida, antiadherente, gastroprotector e inhibidores de ureasa que combinados
con las terapias actuales permitan la erradicacion de H. pylori en poblacion mundial, asi por
ejemplo en el grupo interdisciplinario del CIATEJ, conformado por investigadores de
Biotecnologia Vegetal y Biotecnologia Medica y Farmaceutica se estd por determinar la
actividad biol6gica a nivel in vitro e in vivo de extractos del axihuitl con el fin de preparar
alguna nanoformulacion que pueda ser empleada potencialmente en el tratamiento de esta

infeccién bacteriana.

Conclusion
Las infecciones causadas por la bacteria patogena H. pylori son un problema de salud
publica en México y el mundo, que puede complicarse por la capacidad de la bacteria a

adquirir resistencia al tratamiento con multi-antibidticos que actualmente se emplean para su
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tratamiento a nivel médico. Sin embargo, el uso de extractos de vegetales de la medicina
tradicional puede ser una fuente de moléculas anti-H. pylori y su posterior puesta en
formulaciones a partir de estos extractos, aunado a un mejor disefio y elaboracion de micro
y nanoformulaciones novedosas que provean de innovadores productos que combatan este
problema de salud publica a nivel internacional. En CIATEJ, actualmente se trabaja en el
desarrollo de uno de estos productos con el fin de ser propuesto como una alternativa para
incorporarse potencialmente en el tratamiento de H. pylori.
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Introduccion

Diversos estudios han demostrado que los probidticos son microorganismos que tienen
la capacidad de modular la microbiota intestinal y, por lo tanto, pueden aportar beneficios en
la salud cuando se consumen. Una de las definiciones mas aceptadas del término probidtico,
es la acufiada por la FAO en 2002, en la que define a los probidticos como: “Microorganismos
vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto en la salud
del huésped”.’

En 2015, el mercado global de los probidticos generd ganancias por casi 33.2 billones

de délares, igualmente este mercado presenta un crecimiento anual aproximado entre el 7'y
8%.2 Se estima que para 2020, el mercado de probidticos estara valuado en 96 billones de
dolares. Esto ha generado la atencion del sector alimentario e investigadores hacia la
produccion de nuevos alimentos funcionales adicionados con microorganismos probidticos.
3 A nivel mundial, se sabe que existen mas de 500 alimentos con probidticos y la lista
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contindia creciendo.* Los microorganismos probidticos han sido afadidos a diversos
productos alimenticios, la gran mayoria son productos lacteos, como quesos, helados, leches
fermentadas, yogur y postres con leche.® Los microorganismos probidticos mas utilizados en
la elaboracidn de productos alimenticios comerciales pertenecen a los géneros Lactobacillus

y Bifidobacterium.?

Durante el proceso de produccion, almacenamiento y distribucion, se debe garantizar
que los microorganismos probidticos se encuentren viables en el alimento hasta su consumo;
lo que representa un gran desafio porque estos microorganismos son muy sensibles a pH
acido, presencia de oxigeno y compuestos antimicrobianos, entre otros factores. Por otro
lado, también se ha observado que algunos microorganismos probidticos pueden generar
sabores desagradables cuando crecen en la matriz alimentaria, produciendo una baja

aceptacion del producto.

Para lograr los beneficios atribuidos de los probiéticos a los consumidores, se requiere
garantizar su viabilidad durante la vida de anaquel del producto y durante su paso a través
del tracto gastrointestinal.’> Sin embargo, se ha visto que la viabilidad de los probi6ticos es
limitada en una gran cantidad de productos comerciales, ademas que la sobrevivencia de los
probiGticos en el tracto gastrointestinal humano es cuestionable.® Por lo tanto, se han
propuesto varias tecnologias para aumentar la resistencia de los probidticos en condiciones
adversas (durante la produccién, almacenamiento y distribucion del producto, asi como su
liberacion en el tracto gastrointestinal). Entre las propuestas destacan: a) la seleccion
apropiada de cepas probidticas que sean tolerantes a &cidos y sales biliares, b) el uso de
contenedores impermeables al oxigeno, c) las fermentaciones en dos etapas, d) adecuacion
al estrés de los probidticos, e) la incorporacion de micronutrientes como péptidos y

aminoécidos y f) la microencapsulacion.’?8

Del grupo de métodos para la encapsulacion de probioticos, la microencapsulacion es
una de las opciones mas adecuadas para lograr un aumento en la viabilidad de los probiéticos
en un alimento, ademas que este proceso brinda estabilidad y no permite el crecimiento del

probidtico en la matriz alimentaria.>® La encapsulacion es un mecanismo fisicoquimico
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empleado para atrapar un compuesto bioactivo o microorganismo en un material para
producir particulas (o capsulas) con didmetros que varian desde milimetros hasta nanémetros.
La encapsulacion de los probioticos se utiliza para proteger las células microbianas de las
condiciones ambientales adversas que permiten una liberacion controlada de los

microorganismos probidticos en el intestino.>1%*2

Las técnicas de encapsulacion son aplicadas a los probioticos con la intencion de
proteger a los microorganismos de los efectos perjudiciales del pH, oxigeno, luz, entre otros.
Al mismo tiempo, se disminuyen las reacciones de los microrganismos con las condiciones
ambientales y enmascara los sabores y olores desagradables que se pueden generar en la
matriz alimentaria.>*® Los métodos de encapsulacion pueden ser clasificados en dos grupos:
métodos fisicos 0 mecanicos y métodos quimicos. Los principales métodos fisicos utilizados
para la encapsulacién de probidticos son los siguientes: i) extrusion, ii) emulsion, iii) lecho
fluidizado, iv) encapsulacion por gelificacion con proteina, v) liofilizacion, vi) aspersion en
caliente, vii) aspersion en frio, viii) técnicas combinadas, ix) aerosol incidente y X)
electrohilado.!! Los métodos quimicos de encapsulacion empleados son: i) la coacervacion,

ii) la encapsulacion por liposomas v iii) la inclusion molecular.

Microencapsulacion

La microencapsulacion es el confinamiento de pequefias particulas solidas, liquidas o
gaseosas dentro de un material de recubrimiento o encapsulante, los tamafios de las
microcapsulas obtenidas se encuentran en el intervalo de 1-1000 pum. ** El proceso de
encapsulacion se utiliza en la industria alimentaria por varias razones entre las cuales se
destacan: a) estabilizacion de la sustancia o microorganismo encapsulado, b) control de las
reacciones oxidativas, c) permite una liberacion controlada de la sustancia 0 microorganismo
de interés (liberacion temporal o liberacién controlada por tiempo), enmascara sabores,
colores y olores, d) extiende la vida de anaquel y f) evita pérdida de nutrientes.”'> Para
realizar el disefio adecuado de un encapsulado de un probiotico o un compuesto bioactivo se
requiere conocer: a) las propiedades del compuesto bioactivo y/o microorganismo que sera
encapsulado, b) las propiedades fisicoquimicas del material encapsulante, c) las posibles

interacciones entre el microorganismo, el material encapsulante y la matriz alimentaria, d) la
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estabilidad del microorganismo durante el almacenamiento y la incorporacion al alimento y
e) los mecanismos que controlan la liberacion del microorganismo de la capsula.’® Las
microcapsulas y las microesferas pueden ser modificadas para permitir la liberacion
controlada de las sustancias bioactivas que se encuentran en su interior. Existen varias formas
de liberar los compuestos bioactivos 0 microorganismos que se encuentran en su interior, por
calor, solvatacién, difusion y presion. El material de pared (o encapsulante) esta disefiado
para permitir la liberacion de su contenido en areas especificas del cuerpo. Por ejemplo, un
material encapsulante utilizado para la encapsulacion de probioticos o compuestos bioactivos
debe resistir las condiciones de acidez del estomago para permitir que los agentes activos
contenidos dentro de la capsula pasen del estomago al intestino.”**” La inmovilizacion de
células microbianas fue la primera forma de encapsulacion de microorganismos y se utilizo
por primera vez hace aproximadamente 50 afios con fines médicos.'® Los fundamentos de la
microencapsulacion se basaron en la metodologia empleada para la tecnologia de
inmovilizacion de células (ICT, por sus siglas en inglés). La tecnologia de inmovilizacion
celular fue empleada a partir de los afios 80 para inmovilizar los cultivos iniciadores
utilizados para la fermentacion de productos lacteos principalmente (yogur, quesos Yy
produccion de &cido lactico).!® En el caso particular de los probi6ticos, la microencapsulacion
tiene como objetivo proteger a los microorganismos probidticos durante el procesamiento,
almacenamiento y distribucion de los productos alimenticios o farmacéuticos de los
siguientes factores: a) condiciones en el proceso (temperatura, oxidacién, pH, fuerza de
cizalla, entre otros); b) deshidratacion (cuando se presenta en productos alimenticios en
polvo); c) condiciones de almacenamiento (humedad, oxigeno disponible, temperatura); d)
degradacion en el tracto gastrointestinal (condiciones de pH bajo en el estomago y sales

biliares en el intestino delgado).?0:2

La microencapsulacion de probidticos presenta dos grandes retos: el tamafio de los
microorganismos probidticos (que miden entre 1 a 5 um) y las dificultades de mantener el
probidtico viable durante el almacenamiento y el transito gastrointestinal.?! En la Fig. 1 se
muestran los diferentes tipos de materiales de ndcleo (compuesto bioactivo y/o
microrganismo), pared y vehiculos méas utilizados para la microencapsulacion de

probioticos.?
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‘ Microencapsulacion |
Y
v , !
| Material del nacleo | Material de pared ‘ ‘ Vehiculo ‘
Sélido — Polimeros Acuoso
Liquido —> Ceras No acuoso

> Resinas

—> Proteinas

—  Polisacaridos

Fig. 1 Materiales de nlcleo, pared y vehiculos utilizados en la microencapsulacién de probidticos.

Meétodos de microencapsulacion empleados para probioticos

Actualmente, existen una gran variedad de técnicas de microencapsulacion. Algunas
de ellas se basan en procesos quimicos (como la coacervacion, la inclusién molecular y la
encapsulacion con liposomas) y en procesos fisicos 0 mecénicos (extrusion, emulsion, lecho
fluidizado, liofilizacion, etc.). Por lo general, estas técnicas involucran tres principales
etapas: a) la formacion de la cubierta sobre el compuesto y/o microorganismo que sera
encapsulado, b) examinacion de posibles fugas del compuesto y/o microorganismo de la
capsula y c) revision de ausencia de materiales contaminantes dentro de la capsula.’® En la
Tabla 1, se muestran las ventajas y desventajas de los métodos mas empleados para la
encapsulacion de probidticos y en la Tabla 2 se muestran algunos de los métodos mas
utilizados para la encapsulacion de probidticos, etapas del proceso, morfologia y tamafio de

las capsulas obtenidas.?
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Tabla 1. Caracteristicas, ventajas y desventajas de los métodos de encapsulacion.

Meétodos

Caracteristicas

Ventajas

Desventajas

Secado por
aspersion

Células encapsuladas
individualmente en el medio de
secado

Carga celular media (101°-10%
UFC g}

Diversas alternativas de uso
de materiales de pared

Liberacion rapida de células si
los ingredientes se disuelven
facilmente

Temperaturas altas en el
proceso  pueden  eliminar
muchas cepas microbianas

Emulsificacion

Homogenizacién de la fase liquida
Yy gaseosa

Féacil escalamiento, ajuste
flexible del tamafio de capsula

El uso de
emulsificantes  puede  ser
perjudicial para la viabilidad

Sistemas lipidicos basados en
la proteccion de &cidos y
oxigeno

Pérdidas en la fase liquida
Encapsulante lipidico puede
ser inestable en procesos
térmicos prolongados

Extrusién

Varios polimeros se mezclan con
las células y después se realiza la
extrusion

Carga celular baja (10°-10'° UFC ¢

)

Diversas alternativas de uso
de materiales de pared

Las particulas pueden ser
secadas con aire

Facil y simple preparacion del
proceso

Dificil escalamiento

Lecho
fluidizado

Capa protectora: células en el
interior del ndcleo de polvo

Pared de base lipidica
Carga celular alta
(>10" UFC g1

Facil escalamiento

Se pueden adicionar varias
membranas para controlar los
pardmetros de liberacion y
densidad

Separacion de fases en bebidas
si el material de pared es
lipidico

Liberacion lenta de células a
baja temperatura
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Tabla 2. Resumen de métodos comunes de microencapsulacion.?

Métodos Etapas del proceso Morfologia Tamafio de
particula (um)
Secador por 1. Dispersar o disolver el
aspersion ingrediente activo en una
solucién acuosa Matriz 10-400
2. Atomizar
3. Deshidratar
Lecho 1. Fluidizar el ingrediente
fluidizado activo 5 Reserva 5-5.000
2. Secado por aspersion
3. Deshidratar o enfriar
Spray- 1. Dispersar o disolver en
chilling/coo caliente el ingrediente activo
ling en una solucion lipidica Matriz 20-200
2. Atomizar
3. Enfriar
Emulsificac 1. Disolver el ingrediente
ién activo y los emulsificantes en
la fase acuosa u oleosa Matriz 1-100
2. Mezclar ambas fases bajo
esfuerzo de corte
Preparacion 1. Preparar emulsiones (w/0)
de con la parte lipidica activa en
emulsiones la fase oleosa y emulsificantes
con i6nicos
multicapas 2. Mezclar con la solucion
acuosa que contiene Reserva 0,2-5,000
polielectrolitos con la carga
opuesta
3. Remover exceso de
polielectrolitos libres
(opcional)
Coacervaci 1. Preparar emulsiones (w/0)
on con la parte lipidica activa en
la fase oleosa
2. Mezclar bajo condiciones
de flujo turbulento Reserva 10-800

3. Inducir  tres  fases
inmiscibles

4. Enfriar

5. Entrecruzamiento
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Preparacion

1. Disolver o dispersar el

de ingrediente activo en la
mlcroe,sfera solucion de alg|n~ato 3 Mariz 200-5,000
s via 2. Goteo en el bario gelificante
extrusion o
goteo
Preparacion 1. Emulsificar agua con el
de biopolimero en la fase oleosa
mlcroe,sfera 2. _ Adicionar agente gelificante Matriz 10-1,000
s via bajo esfuerzo de corte
emulsificac
ion
Co- 1. Disolver o dispersar el
extrusion ingrediente en aceite
2. Preparar la capa protectora
acuosa u oleosa
3. Usar una boquilla concéntrica, y
presionar simultaneamente la fase Reserva 150-8,000
oleosa a través de la boquilla
interior y la fase acuosa a través de
la boquilla exterior
Goteo en el gel o bafio de
enfriamiento
Trampa de 1. Dispersar moléculas lipidicas en
liposomas agua, con el agente activo en la
fase acuosa u oleosa
2. Reducir tamafio por esfuerzo de Varios 10-1,000
corte alto o extrusion
3. Remover ingrediente activo
libre
Enfriamient 1. Disolver o dispersar el
0 0 secado ingrediente activo y el acarreador
al vacio on agta Varios 20-5,000

2. Enfriar la muestra
3. Secar a presion baja
4. Pulverizar

En la Fig. 2 se muestran los rangos de tamaiios de particula obtenidos con algunos de

los métodos mas empleados para la encapsulacion de probiéticos. 1423
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Secado por

aspersion

Emulsificacion

Extrusion

Co-extrusion

N
|
: .}
Spray coating

(um) 0.01 0.1 1.0 10 100 1000 10000
Fig. 2 Rango de tamafio de particula obtenido con algunos métodos de encapsulacion

de probidticos. 1

Antes de seleccionar algun método de encapsulacion, se deben considerar ciertos
parametros: a) condiciones que afectan la viabilidad de los probioticos, b) condiciones de
proceso empleadas en cada una de las etapas de la produccion del alimento, ¢) condiciones
de almacenamiento del alimento que contendra el microorganismo probiético d) tamafio de
particula y densidad para su incorporacién en el producto, ) mecanismo de liberacion

adecuado para el probidtico y f) limitaciones en el presupuesto.*!

En este sentido, existen diversos métodos que son aplicados para la proteccién de
probidticos contra factores ambientales y condiciones adversas, lo cual permitird su
liberacion en el intestino a las concentraciones requeridas para ejercer su efecto benéfico.*?
A continuacion se describen las metodologias mas empleadas para la encapsulacion de

microorganismos probioticos.

Microencapsulado por extrusion

Es la técnica de microencapsulacion mas empleada para los microorganismos
probidticos porgue es una técnica sencilla, de bajo costo, no se requiere el empleo de altas
temperaturas ni el uso de solventes, ademas se puede efectuar en condiciones aerobias y

anaerobias.>?*
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Este método de encapsulacion se basa en la solidificacion de un polisacarido aniénico
cuando entra en contacto con el calcio u otro ion multivalente (Sr*? o Ba*2). Este gel es muy
estable en medios acidos, pero no en medios alcalinos.® La técnica de encapsulado por
extrusion implica la preparacion de una solucion acuosa de un hidrocoloide y la suspension
concentrada de los microorganismos. Posteriormente, la mezcla del hidrocoloide-
microorganismo es extruida por una boquilla que forma las gotas que caen sobre una
solucion endurecedora. Cuando se emplea alginato de sodio, la solidificacion se logra al
gotear la mezcla de alginato-microorganismo en una solucion de cloruro de calcio (CaCly).
1925 | a concentracion de alginatos usados para formar el gel varia entre el 0.6 al 2% vy la
concentracion del cloruro de calcio varia entre 0.05-1.5 M. °

El tamafio de las microcapsulas depende del tamafio del orificio de la boquilla,
distancia entre la salida de la mezcla (hidrocoloide-probiético) y la solucion endurecedora.
7191 os valores de tamafio oscilan entre 0.5 y 3 mm si se compara con otros métodos.'®?® Se
ha estudiado que mientras mas pequefia es la capsula mas facil es la dispersion en el
alimento, igualmente mientras mayor sea el tamarfio de la capsula mas perjudicial sera el
efecto que tendra sobre la textura del alimento.®> De acuerdo con Imai y colaboradores en
1999, la presencia de particulas grandes es indeseable en la mayoria de los alimentos entre
los que destacan la leche condensada, el chocolate y el helado.?® No obstante, esta técnica
de microencapsulacién no produce muchos dafios a los microorganismos por lo que conserva
la viabilidad de los probi6ticos, casi en un 100 %.227-2 Por ejemplo, se ha observado que
este método logra incrementar la tasa de sobrevivencia de los probi6ticos en un 95%.% La
desventaja principal de esta metodologia de encapsulado para probidticos radica en que es

dificil el escalamiento a nivel industrial debido a la lenta formacion de las capsulas.t??"2
Para esta técnica de microencapsulacion, los materiales de pared méas utilizados son

los siguientes: alginatos, proteinas del suero de la leche, pectinas, leche y colageno

recombinante tipo humano.!!
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1. Microencapsulado por emulsion

Es una de las técnicas méas usadas para la encapsulacion de microorganismos
probi6ticos.® Esta técnica fue desarrollada a principios de la década de los 80 por Nilsson®
y fue utilizada para inmovilizar células microbianas sensibles.?’ Este método de
encapsulacion puede ser utilizado para producir capsulas con un diametro que va de 25 um
a 2 mm. En esta técnica, un volumen pequefio de suspension polimero-probidtico (fase
discontinua) es afiadida a un gran volumen de aceite vegetal (fase continua), este aceite
puede ser de soya, de girasol, de canola o de maiz. La mezcla es homogenizada en presencia
de un emulsificante con el fin de formar una solucion del tipo agua en aceite (w/0).°> También
se pueden utilizar emulsiones dobles las cuales tienen la ventaja de que las macroparticulas
pueden ser solubilizadas en soluciones acuosas.®

Una vez que la emulsion agua en aceite se forma, la mezcla hidrocoloide-probidtico
debe de ser insolubilizada para formar pequefias cépsulas en la fase oleosa. Cuando se
obtienen estas capsulas, se endurecen con la adiccion lenta de una solucién de CaCl; a la
emulsion en constante agitacion.’® En algunos casos se puede adicionar un agente
entrecruzador para lograr una mejor solidificacion de las microcapsulas. Frecuentemente, se
utilizan soluciones de Tween®80 para mejorar la formacion de las microcapsulas; ademas
que disminuye la tension interfacial del agua en la fase oleosa, con la adiccion de este
emulsificante se pueden obtener capsulas con un tamafio de 25 a 35 um.?"?® El tamafio de la
microcapsula dependerd del flujo de la corriente eléctrica suministrada durante la
preparacion de la emulsion, la adicion de agentes emulsificantes y la relacién de las
viscosidades de la fase dispersa y la fase continua.'®?’ Los materiales de pared mas utilizados
para la encapsulacién de probidticos por esta metodologia son los siguientes: carragenina,
carboximetil-celulosa de sodio, ftalato acetato de celulosa, alginatos y sus combinaciones,
quitosano, gelatina y proteina de haba.!

La produccion de cépsulas por la técnica de emulsion es un proceso de féacil
escalamiento y aporta una tasa alta de sobrevivencia microbiana.'?3! Sin embargo, la
produccion de céapsulas por esta metodologia, es mas costosa que el proceso de extrusion

porque requiere buna fase oleosa (aceite) para la formacion del encapsulado.?”?°
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2. Microencapsulado por lecho fluidizado

La tecnologia de lecho fluidizado es una herramienta muy eficiente para la aplicacion
de capas uniformes de cualquier material de pared sobre particulas solidas. El lecho
fluidizado es una de los pocas metodologias capaces de recubrir particulas con cualquier
tipo de material de pared (polisacéridos, proteinas, emulsificantes, grasas, formulaciones

complejas, formulaciones entéricas, recubrimientos en polvo, extractos de levadura, etc.).%2

El lecho fluidizado como método de encapsulacion es utilizado también para revestir
particulas de polvo en lotes o en forma continua. Las particulas de polvo son suspendidas en
una corriente de aire a una temperatura especifica y son atomizadas con el material protector
(Fig. 3). Esta tecnologia esta basada en la separacion de particulas individuales en una
corriente gaseosa Y la fijacion a capas de materiales de pared por medio de polimerizacion,

secado o cristalizacion alrededor de un nucleo sélido.

filtros

sohucion

encapsulante
aire de
atomizacion

solucion @@ (— aire de entrada

encapsulante
L aire de atomizacion

Fig. 3. Microencapsulacion por lecho fluidizado.?*

Una ventaja de este método es que la etapa de solvatacion y secado pueden evitarse y
por ello, es usado para la encapsulacion de materiales termolabiles.®*** La aglomeracion y
la retencion en el sistema de filtros son algunas de las desventajas que presenta el sistema de

lecho fluidizado en productos con una alta adhesividad.*
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Para esta técnica se requiere que el probiotico sea encapsulado con un material de
soporte como leche descremada, alginato o grasa.!* Ademas, los probi6ticos deben estar en
forma solida, esto puede lograrse por medio del secado por aspersion o liofilizacion.? En
esta tecnologia, el material de pared (en estado liquido) es asperjado a través de una boquilla
sobre el material solido (probiotico) en un ambiente con temperatura alta. La formacion de
peliculas del material de soporte empieza con etapas ciclicas consecutivas de humectacion y
secado o bien por etapas de solidificacion. Esto conlleva a la formacion de capas solidas
homogéneas sobre la superficie del probiotico. Las pequefas gotas del liquido asperjado
tocan y se extienden sobre toda la superficie de la particula sélida (probiotico). Se puede
utilizar cualquier material comestible que posea una estabilidad alta para ser asperjado a una
tasa alta de deposicion, que permita la formacién de capsulas con grosores de 100 um a 10
mm. Existen tres equipos de lecho fluidizado, que difieren en el tipo de fluidizacion del aire
utilizado v el sitio del recipiente en donde el material de recubrimiento sera asperjado: a)

asperjado ascendente, b) asperjado descendente y c¢) asperjado tangencial.

Para lograr la encapsulacion por este método, el microorganismo probidtico debe estar
en forma de particulas finas de polvo, que pueden ser preparadas por métodos tradicionales
(fermentacidn, concentracion, liofilizacion, aspersion, etc.). EI material de recubrimiento
debe de ser introducido al lecho por medio de aire comprimido. En el caso de la
encapsulacion de probioticos, los materiales de pared mas empleados son de naturaleza
lipidica (ceras, &cidos grasos, aceites especiales, etc.); ademas, se han utilizado algunas
proteinas (caseina y gluten) y carbohidratos (derivados de la celulosa, carrageninas y
alginatos).?1:% La técnica de recubrimiento asperjado es adecuada para las particulas con un
didmetro de 50 um hasta 5mm. La homogeneidad del recubrimiento esté influenciada por la
pegajosidad del material de cobertura, la humectabilidad de las particulas por el liquido de
cobertura y las condiciones de operacion. El grosor de la capsula esta determinado por el
numero de ciclos de recubrimiento.?! Las principales ventajas de esta metodologia son el
control de la temperatura y el bajo costo al ser comparado con otros métodos. La tecnologia
de lecho fluidizado es de facil escalamiento, por esta razon es una de las tecnologias de

encapsulacion de probidticos que tienen un mejor costo-beneficio a nivel comercial. No
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obstante, es una metodologia compleja y que requiere de mucho tiempo para su ejecucion.
11,12

La eleccion del material de pared debe realizarse cuidadosamente en funcion del
método de encapsulacion, generalmente puede ser una solucion acuosa de celulosa, almidén,
proteina o alguna goma y ademas, un agente emulsificante. Regularmente, el nicleo de la
capsula es solido. Este método puede ser aplicado para colocar una segunda capa protectora
a los productos secados por aspersion o para productos que poseen nucleos sensibles.
Igualmente, es utilizado para crear capas adicionales de moléculas para su liberacion
especifica en el intestino®. En Bifidobacterium breve encapsulado con alginato y quitosano
por lecho fluidizado, se ha encontrado que el material protector no afecta su habilidad de

proteger a la bacteria a pH bajos. ¥’

Albadran y colaboradores (2015) estudiaron la estabilidad de las microcépsulas de
quitosano que contenian a la bacteria probidtica Lactobacillus plantarum. Las microcapsulas
fueron producidas por lecho fluidizado y liofilizacion. Se probaron los efectos de la actividad
de agua de la microcépsula (0.11, 0.23 y 0.70) y la temperatura de almacenamiento (4, 30 y
37 °C). En este estudio se encontrd que los probioticos encapsulados por el método de lecho
fluidizado presentaban una mayor sobrevivencia que los probi6ticos encapsulados por

liofilizacién.®®

3. Microencapsulado por gelificacion con proteina

Este tipo de encapsulado se basa en la solidificacion de la leche por la accion
enzimatica de la quimosina, la cual produce capsulas capaces de proteger ingredientes
funcionales y probioticos.®® La quimosina es una enzima proteolitica que hidroliza la kappa-
caseina produciendo la agregacion de las micelas de caseinas.!*!® Esta agregacion de la
micela de caseina se forma cuando se ha alcanzado cierto nivel de hidrdlisis de la kappa-
caseina, y es resultado de la disminucion de la carga neta y la alta hidrofobicidad del
fragmento de la para-kappa-caseina. El gel se forma por la union de los enlaces no covalentes
y las cadenas de las micelas de caseina floculadas (enlaces entrecruzadores). Si este proceso
se produce a bajas temperaturas la kappa-caseina es hidrolizada pero no se coagulan las

micelas de caseina hasta que se alcanza una temperatura superior a 18 °C y entonces el gel
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se forma instantaneamente. 04! Este efecto de la gelificacion de la caseina por la baja
temperatura puede emplearse para la produccion de microcapsulas en combinacién con el
método de formacion de emulsiones. Para el uso de este tipo de material de pared en la
encapsulacion de probioticos, primero se debe dispersar la solucién de probioticos en aceite
frio y segundo, esperar que se forme la emulsion agua en aceite. Finalmente, si hay un
aumento de la temperatura por encima de 18 °C para formar las cépsulas de forma
instantanea; el siguiente paso seria recolectar las capsulas que contienen el probiotico y
separarlas de la fase oleosa.*’

Heidebach y colaboradores en 2009 propusieron este método para lograr la
encapsulacion de microorganismos probidticos. Ellos lograron la encapsulacion de las
bacterias probidticas Lactobacillus paracasei ssp. paracasei F19 y Bifidobacterium lactis
Bbl2 y obtuvieron altas tasas de sobrevivencia con respecto a los probidticos no
encapsulados después de la incubacion a un pH de 2.5 durante 90 min.*® Como se mencion6
anteriormente, la quimosina puede ser utilizada para la preparacion de microcépsulas a partir
de las proteinas de la leche que son insolubles y pueden proteger probidticos sin pérdidas
importantes en su viabilidad.>® Se ha visto que la alta viabilidad de las células probitticas
encapsuladas por este método puede deberse a la capacidad amortiguadora que tienen las
proteinas de la leche lo que permite el equilibrio del pH en el interior de la cépsula. Esto
brinda proteccidén a los probidticos durante la simulacion del transito gastrico (condiciones
de pH bajo). Ademas, las proteinas de la leche facilitan la regulacion del tamafio de la
capsula, que es un factor importante en el proceso de encapsulacion debido a que las capsulas
con un tamafio mayor a 100 pum pueden causar un impacto sensorial negativo en los
alimentos. En conclusidn, esta técnica tiene un gran potencial para la formulacion de una

gran variedad de alimentos funcionales adicionados con probiéticos encapsulados.!

4. Microencapsulado por secado por aspersion

El secado por aspersién es el método mas utilizado por la industria alimentaria para la
obtencion de encapsulados de compuestos y/o microorganismos con actividad bioldgica
porgue es barato, reproducible, rapido, continuo y flexible. Aproximadamente un 90% de

los encapsulados comerciales son producidos por este método.*?43
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Este proceso consiste en la transformacion de los microorganismos probi6ticos
suspendidos en una matriz polimérica liquida a un polvo que contiene las cépsulas del
probiGtico.?* Esto se consigue, atomizando la suspension del microorganismo-material, que
se encuentra en estado liquido sobre una corriente de aire caliente. Cuando las gotas de la
suspension hacen contacto con el aire caliente se produce una répida evaporacion del
solvente formandose una pelicula fina con el material que fue seleccionado como
encapsulante. Durante la realizacion de este proceso se involucran tres etapas: preparacion

de la dispersion o emulsion, homogenizacion y atomizacion. #

El tamafio de las microcapsulas obtenidas oscila entre 10 y 400 um, que depende del flujo
de alimentacion de la solucién del probidtico y de las condiciones de operacion utilizadas
durante el proceso.?* Los parametros mas importantes a controlar en esta metodologia son:
temperatura de entrada y salida del aire de secado, flujo de alimentacién del producto a
encapsular, tiempo de residencia y acondicionamiento de la materia prima.*>® En
comparacion con otras metodologias, el secado por aspersion aporta una eficiencia de
encapsulacion relativamente alta. La mayor eficiencia de encapsulacion es del 96 al 100%,
valores superiores a los obtenidos con otros métodos. Sin embargo, se ha reportado que
temperaturas elevadas del flujo de entrada del aire de secado favorecen la ruptura de las
membranas de las células y afectan la viabilidad de las mismas, debido a la deshidratacién
de las células microbianas y la inactivacion de proteinas y enzimas esenciales que mantienen
el balance osmotico celular. EI empleo de agentes termoprotectores antes de realizar el
secado aumenta la viabilidad de los probi6ticos durante el proceso de encapsulacion y
almacenamiento. Los agentes termoprotectores mas utilizados son la trehalosa, almidones

modificados, prebidticos y leche descremada.*®

Los principales materiales encapsulantes utilizados en la microencapsulacién de probi6ticos
mediante secado por aspersion son polimeros solubles en agua, como almidones
modificados, proteinas, prebidticos y gomas. De mayor importancia son la goma arabiga y
algunos almidones modificados porque tienden a formar particulas esféricas durante el

proceso de secado.?
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Recientemente, diversos estudios han demostrado que la proteina del suero de leche es una
buena opcion para encapsular probidticos mediante el secado por aspersion. En 2012, De
Castro y colaboradores evaluaron la viabilidad del probiético Bifidobacterium Bb-12
encapsulado con suero de leche mediante secado por aspersion durante el proceso de
simulacion del tracto gastrointestinal y su posterior almacenamiento a 4 °C. Los resultados
obtenidos mostraron un pequefio descenso en la viabilidad del probidtico encapsulado
debido al pH bajo y la exposicion con las sales biliares durante el proceso de simulacion del
tracto gastrointestinal; sin embargo, la viabilidad del probidtico encapsulado se mantuvo por
encima de 10° UFC/g y estable durante ocho semanas a la temperatura de almacenamiento
de 4 °C. *" En otro estudio, realizado por Khem y colaboradores en 2016, se observo que las
capsulas de Lactobacillus plantarum A17 y B21 mostraron una alta viabilidad durante ocho
semanas de almacenamiento a 20 °C. Las capsulas fueron obtenidas mediante secado por

aspersion utilizando aislados proteicos de suero de leche como material encapsulante.

5. Microencapsulado por aspersion en frio (Spray chilling/Spray cooling)

Estos métodos de encapsulacion se utilizan en el sector farmacéutico y alimentario. La
técnica de ambos métodos, consiste en mezclar el compuesto y/o microorganismo a
encapsular con el material de pared y atomizarlo con aire frio. Estos métodos son
ampliamente empleados para la encapsulacién de compuestos termolabiles. El fundamento
de estos métodos es contrario al empleado en el secado por aspersion, debido a que el
compuesto bioactivo y/o probidtico se disuelve en lipidos y el material encapsulante es
sometido a un proceso de fusién, que se pulveriza a bajas temperaturas mientras que en el
secado por aspersion solo se atomiza el material encapsulante sobre el probidtico y/o
compuesto bioactivo. Ambos métodos tienen rendimientos altos y pueden realizarse en batch

y en modo continuo. ¢

Los métodos de spray-chilling y spray-cooling son usados para encapsular productos con
lipidos como materiales protectores en funcion de su punto de fusion. La temperatura de
fusion en spray chilling se encuentra en el intervalo de 34 a 42 °C y en spray-cooling es mas
elevada. Los materiales encapsulantes empleados en estas técnicas generalmente tienen bajo
punto de fusion, por ejemplo: ceras, acidos grasos, polimeros solubles e insolubles en agua
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y aceites vegetales. Las microcapsulas son producidas por nebulizacion de la emulsién o
suspension que contiene el material encapsulante y el compuesto bioactivo y/o probidtico,
ya sea en forma solida o liquida. La reduccion de la temperatura produce una solidificacion

del liquido de pared y el atrapamiento de la sustancia activa en el centro de la capsula.?t#®

La encapsulacion de probidticos por spray chilling, es un método que permite reducir el dafio
a la célula microbiana, debido a la exposicién a altas temperaturas del secado por aspersion.
El proceso se realiza con un equipo similar al secado por aspersion, excepto por el uso de
aire de conveccion en vez de aire caliente y una camara fria. 8 Pedroso y colaboradores en
el 2012 lograron encapsular bacterias probiéticas Bifidobacterium lactis y Lactobacillus
acidophilus mediante el método de spray-chilling utilizando como material encapsulante
lipidos interesterificados de palma. Las microcapsulas obtenidas en este estudio mostraron
tener estabilidad al proceso de simulacion de digestion gastrointestinal y almacenamiento
por 30 diasa 7 ° C.*®

6. Microencapsulado por liofilizacion

La liofilizacion es un método rapido y econémico. El proceso esta basado en la sublimacion
a alta presion por congelacion y secado. Este método se ha utilizado para encapsular
compuestos sensibles al calor porque la etapa de encapsulamiento se realiza a una
temperatura de congelacion mayor que la del solvente.*® Se ha observado que la adiccion de
diferentes materiales de pared antes de realizar el proceso de liofilizacion puede incrementar
la viabilidad de los probioticos encapsulados. Algunos de los materiales de pared mas
utilizados en esta metodologia son proteinas del suero de leche, sélidos totales de leche,

caseina, glucosa, maltodextrina y trehalosa.

Este método es mas efectivo para encapsular probioticos que el secado por aspersion, ya que
no se emplean altas temperaturas. Sin embargo, cuando se trabaja a bajas temperaturas,
puede ocasionar dafios a las células microbianas; es por ello que se requiere la adicion de
agentes crioprotectores en este proceso. *21°0 La liofilizacion presenta algunas desventajas
como elevados costos energéticos, tiempos prolongados de proceso, uso de alto vacio y
formacion de céapsulas porosas. La formacion de encapsulados porosos puede brindar una
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proteccion limitada del compuesto bioactivo y/o microorganismo. Con este método se han
logrado encapsular Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus

plantarum. 375!

7. Combinacion de varias técnicas

En algunos casos para lograr mejorar la viabilidad de los probidticos encapsulados se
requiere el uso de varias técnicas de encapsulacion. Por ejemplo, se ha reportado la
encapsulacion de las bacterias probidticas L. acidophilus y B. lactis mediante extrusion y
liofilizacion, usando glicerol al 10% como agente crioprotector. *° Dolly y colaboradores en
2011 realizaron la encapsulacion de L. plantarum mediante el método de Spray-freeze-
drying (SFD) vy liofilizacion, logrando obtener una mayor viabilidad microbiana en

comparacion con el método de secado por aspersion.>?

8. Microencapsulado por aerosol incidente

En este método de encapsulacion se emplean dos aerosoles, uno de ellos contiene la
suspension de microorganismos en solucion de alginato y otro cloruro de calcio. La mezcla
de alginato/microorganismo es inyectada en la parte superior del cilindro, mientras que el
cloruro de calcio es inyectado en la base. Este método produce una gran cantidad de volumen
y las microcapas obtenidas pueden ser asperjadas en frio, liofilizadas o extrudidas
adicionalmente. ! Las microcapas de alginato son de un tamafio promedio menor a 40 pm.
En esta técnica no se emplea calor ni solventes y es adecuada para encapsular productos
labiles y materiales sensibles a solventes.>® Con este método se ha logrado encapsular a las
bacterias probidticas Lactobacillus rhamnosus GG, y L. acidophilus NCFM., que muestran
estabilidad en condiciones acidas a 25 °C y 4 °C durante 9 y 34 dias de almacenamiento,
respectivamente. Ademas, muestran buena viabilidad al adicionarlas en jugo de naranja y

frambuesa.?

9. Microencapsulado por electrohilado
Este método es de reciente aplicacion y su fundamento se basa en la aplicacion de campos
eléctricos entre el hilador y el colector a través del suministro de alto voltaje, lo que permite

solidificar polimeros y fibras con tamafios de particula desde 10 nm hasta pum. Se obtienen
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particulas sin la necesidad de algun tratamiento posterior al proceso, facilitando la
incorporacion de los componentes bioactivos y/o microorganismos dentro de las fibras como
materiales encapsulantes en un solo paso, sin pérdida de los mismos.->

Para la elaboracion de fibras existen dos modalidades: a) electrohilado co-axial, que
involucra el uso de doble aguja para la formacion de la coraza protectora y b)
electrohilado por emulsion, que favorece la formacion de fibras con morfologia controlada.
Las fibras producidas por este método pueden presentar diversas morfologias de acuerdo al
peso molecular del polimero utilizado, la viscosidad de la solucidn, tensién superficial,
densidad de caga neta, el voltaje aplicado para su formacion, condiciones de proceso y tipo
de solvente usado. > Se han utilizado matrices proteicas (aislados y concentrados de proteina
del suero de leche) y matrices elaboradas con carbohidratos (pululanos) para la
encapsulacion de probidticos mediante la técnica de electrohilado. Ademas, se ha visto que
los encapsulados que presentan mayor viabilidad en comparacién con los pululanos son los

encapsulados con proteina del suero de leche. %

10.  Microencapsulado por coacervacion

La coacervacion es un proceso fisico que involucra la separacion de fases y consiste en tres
etapas, todas realizadas bajo agitacion constante. La primera etapa incluye la formacion de
una solucién compuesta por tres fases inmiscibles: el centro (compuesto bioactivo y/o
microorganismo), el material encapsulante (polimero) y el solvente. Después de la adiccion
del tercer componente o la variacion en alguno de los pardmetros (temperatura, pH, fuerza
ionica) se forman dos fases. Una de las fases estd compuesta principalmente por el polimero
(coacervado) mientras que la otra esta compuesta principalmente por el solvente. La segunda
etapa incluye la deposicion del polimero sobre el microorganismo. Finalmente, en la tercera
etapa, la capa del material encapsulante se solidifica mediante evaporacion. Este método de
encapsulacion es un proceso eficiente; sin embargo, es costoso y su aplicacion es limitada.?*
Los materiales encapsulantes mas empleados en esta técnica son gelatina, goma acacia y
oligosacaridos.>” Los parametros que se monitorean en los coacervados son: estructura
dindmica, capacidad de respuesta a cambios ambientales de pH, fuerza idnica y temperatura,
re-arreglos estructurales y modificaciones durante el almacenamiento.®® Cuando se

encapsuld el probiodtico Lactobacillus rhamnosus CRL 1505 mediante coacervacion
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empleando pectina y proteina de suero como materiales encapsulantes presentd6 mayor
viabilidad durante la simulacion de la digestion gastrointestinal con respecto a la bacteria sin
encapsular. Adicionalmente, se observo que la encapsulacion de Lactobacillus plantarum
mediante coacervacion empleando alginato de calcio y proteina del suero de leche como
material de pared mejoro la viabilidad durante el proceso de simulacion de la digestion en

comparacion con la bacteria sin encapsular.>®°

Materiales encapsulantes mas empleados en la microencapsulacion de
probidticos

Uno de los aspectos méas importantes a considerar cuando se pretende encapsular probioticos
es la seleccion adecuada del material de pared, considerando su naturaleza quimica.® Se ha
visto que las técnicas de microencapsulacion pueden incrementar la sobrevivencia de los
probioticos que se encuentran presentes en algunos alimentos durante su paso por el tracto
gastrointestinal.>%® A pesar de esto, los materiales de pared o encapsulantes presentan
distintos comportamientos y, por lo tanto, su capacidad de proteger a los probiédticos y/o
liberacion de sustancias bioactivas es variable.>®* Asimismo, la eficiencia del material
encapsulante no sélo depende de su capacidad de formacién de capsulas, de la fuerza vy el
aumento en la viabilidad del probidtico encapsulado, sino también intervienen otros factores
como el costo, la biodisponibilidad y la biocompatibilidad.® Para la encapsulacion de
microorganismos probidticos se han utilizado muchos materiales encapsulantes entre los que
destacan polisacéaridos (almidon modificado, carboximetilcelulosa, alginatos, pectinas,
carregeninas y quitosano), proteinas (proteinas de la leche, soya, gelatina) y lipidos (ceras,

aceites).’

Los materiales encapsulantes mas utilizados para la microencapsulacion de Lactobacillus
spp. y Bifidobacterium spp. son los siguientes: polisacaridos ionicos (principalmente
alginato y quitosano), exo-polisacaridos de origen microbiano (goma xantana y gelana),
proteinas de la leche (caseinas y proteinas del suero de la leche). Mientras que para la
encapsulacion de Bacillus sp. se han utilizado como material de pared diferentes emulsiones
lipidicas.® La seleccion adecuada del material de pared es especifica para cada cepa y

depende de varios factores como las propiedades fisicoquimicas de los materiales empleados
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y de las interacciones moleculares existentes entre los materiales encapsulantes, los
probidticos y el tejido epitelial del tracto gastrointestinal del huésped.®® Actualmente, se
busca que los materiales de pared aporten proteccion al probiotico durante el transito
gastrointestinal y que tengan otras propiedades bioquimicas deseables como, por ejemplo,
mucoadhesividad (caracteristico en los polimeros hidrofilicos como el alginato y quitosano),
porque esta propiedad es Gtil para mejorar la liberacion in situ de los probidticos a lo largo
del tracto gastrointestinal.>®® Los polimeros hidrofilicos poseen grupos cargados y/o no-
ionicos que pueden formar puentes de hidrogeno con la superficie de la mucosa
gastrointestinal. 78 A continuacion, se describiran algunos de los materiales de pared mas

empleados en la encapsulacion de probioticos.

1. Alginato

El alginato es un heteropolisacérido lineal que se extrae de varias especies de algas y esta
compuesto por los &cidos B-D-manuroénico y a-L-guluronico. La composicion de la cadena
polimérica varia con respecto a la cantidad y la distribucion secuencial de acuerdo a la fuente
de alginato. Esto influye en las propiedades funcionales del alginato como material de pared.
Los hidrogeles de alginato son muy usados en la microencapsulacion de probidticos,12"
siendo el alginato de calcio uno de los mas empleados para encapsular probioticos debido a
su simplicidad, biocompatibilidad, no toxicidad y bajo costo.'??>?" Las desventajas que tiene
el alginato como material encapsulante es que las capsulas de alginato son sensibles cuando
se utilizan a un pH acido; por lo tanto, no son muy resistentes bajo condiciones estomacales,
lo cual limita su uso. Otra desventaja, es que el escalamiento del proceso es dificil porque
las capsulas que se obtienen son muy porosas y es un inconveniente cuando se quiere
proteger a los probidticos de condiciones ambientales adversas 22, Sin embargo, estas
desventajas pueden ser compensadas con estas opciones: a) mezclar el alginato con otros
compuestos poliméricos, b) recubrir las capsulas con otro material de pared y c) aplicar

modificaciones estructurales al alginato por medio del uso de diferentes aditivos.!?2°

2. Exopolisacaridos microbianos (goma xantana y gelana)

La goma gelana es un exopolisacarido microbiano producido por la bacteria Pseudomonas

elodea. Este polisacarido esta constituido por unidades repetidas de cuatro monémeros, con
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la siguiente distribucion: glucosa, acido glucurdnico, glucosa y ramnosa.'? La goma xantana
es un exopolisacérido microbiano producido por la bacteria Xanthomonas campestri. Esta
goma es un heteropolisacarido conformado por unidas repetidas de pentasacaridos, que a su
vez estan conformadas por dos glucosas, dos manosas y un acido glucurénico, con la
siguiente proporcion molar 2.8:2.0:2.0. " Se han utilizado mezclas de estas gomas para la
encapsulacion de probidticos. Se ha observado que estas mezclas presentan buena resistencia

en ambientes acidos. 1012

3. Carrageninas

La kappa-carragenina es un polimero natural que es empleado en la industria alimentaria. Se
requieren temperaturas elevadas (60-80 °C) para disolver el polimero en concentraciones
que van del 2 al 5 % del polimero. La gelificacion de la kappa-carragenina depende de la
temperatura.’ Para la adicion del probidtico se requiere que la temperatura de este polimero
se encuentre entre los 40 y 50 °C. La solidificacion de la mezcla polimero-probidtico se
consigue cuando se enfria la mezcla a temperatura ambiente. Estas microparticulas son
estabilizadas por la adicion de iones de potasio.’>? La encapsulacion de probidticos con
perlas de carragenina mantiene la viabilidad microbiana pero los geles producidos son

fragiles y no tienen resistencia ante condiciones de estrés.*?

4. Ftalato acetato de celulosa
El ftalato acetato de celulosa es utilizado para controlar la liberacion de farmacos en el
intestino porque que es un compuesto inocuo.?® La ventaja de este compuesto es que no es
soluble en condiciones &cidas (pH menor a 5), pero es soluble a un pH mayor a 6. La
encapsulacion de bacterias probidticas utilizando este compuesto permite una mayor
protecciébn para los microrganismos en condiciones que simulan el transito
gastrointestinal.’>"* Se han encapsulado bacterias probioticas Bifidobacterium lactis y
Lactobacillus acidophilus utilizando el ftalato acetato de celulosa como material
encapsulante y el secado por aspersion como metodo de encapsulacion. Las microcapsulas
obtenidas en este estudio lograron proteger a los probidticos durante la simulacion de su paso
por el estbmago y mostraron una liberacién rapida del microorganismo en condiciones que
simulaban al intestino.”
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5. Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto de unidades de glucosamina, que pueden
polimerizarse mediante entrecruzamientos cuando se encuentran presentes aniones y
polianiones en solucion. El quitosano puede obtenerse de las conchas de crustaceos,
cuticulas de insectos y en las membranas de los hongos. Las propiedades del quitosano
dependen de la fuente extraccion.” El quitosano no ha mostrado tener buena eficiencia en el
aumento de la viabilidad de microorganismos probidticos cuando se utiliza como material
encapsulante, por lo que se prefiere utilizar este material como recubrimiento adicional y no
como material de pared.?® Se ha visto que el quitosano puede inhibir el crecimiento de
algunas bacterias acido lacticas'? y tiene una baja solubilidad cuando se encuentra en
ambientes con pH mayor de 5.4, lo que limita su uso como material encapsulante. Sin
embargo, el quitosano presenta varias ventajas como biocompatibilidad, biodegradabilidad
y no es toxico?’. Se ha reportado que Lactobacillus bulgaricus KFRI encapsulado con
alginato-quitosano presenté una mayor sobrevivencia bajo condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal y una mayor estabilidad durante el almacenamiento a 4 y 22 °C cuando fue

comparado con el microorganismo sin encapsular.”

6. Almidon modificado
El almidon es un polisacéarido conformado por una cadena larga de moléculas de glucosa
unidas por enlaces glucosidicos. El almidon estd compuesto principalmente por amilosa, un
polimero lineal de D-glucopiranosas unidas por un enlace glucosidico (0-1,4) y por
amilopectina que es un polimero ramificado de glucosas unidas por enlaces glicosidicos (a-
1,4 y a-1,6). El almidén modificado es el polimero que se emplea usualmente como material
encapsulante porque este tipo de almidén no es digerido por las enzimas pancreaticas
(amilasas) en el intestino delgado, lo que permite llegar intacto al colon en donde puede ser
fermentado.'®"® Esta propiedad de resistencia es fundamental para la liberacion entérica y
por lo tanto, una mejor liberacion de las células probidticas en el intestino grueso.
Igualmente, posee caracteristicas prebioticas por lo que puede ser utilizado por los
probiGticos para aumentar su poblacion en el intestino grueso.*®?° De igual manera, se ha
observado que el almidon modificado es la superficie ideal para adherir células probioticas
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y esto puede aumentar la tasa de liberacion probiética en el intestino.'? Esta propiedad de
adhesion bacteriana proviene de los granulos de almidon de diversos alimentos como la

tapioca, la papa, la avena y el trigo.”"

7. Gelatina

La gelatina es un polimero de alto peso molecular que se encuentra en los tejidos conectivos
de los animales (huesos y piel).”® Es una goma de origen proteico, tiene la propiedad de
formar un gel termoreversible y puede ser utilizado para la encapsulacion de probioticos.
Por sus caracteristicas anfoteras es un excelente candidato para encapsular células
probidticas ya sea s6lo 0 mezclado con otro compuesto. Generalmente, se utiliza en sinergia
con un polisacarido anidnico como las gomas gelanas. Esta combinacién es miscible a
valores de pH mayor a 6, porque ambos tienen cargas negativas y se repelen mutuamente.
Sin embargo, la carga neta de la gelatina se vuelve positiva cuando se ajusta el pH a un valor
por debajo del punto isoeléctrico y esto causa una fuerte interaccion con la goma gelana, que

esta cargada negativamente.”12%°

8. Proteinas de la leche

Las proteinas de la leche son los vehiculos naturales de las células probidticas por sus
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales. Las proteinas de la leche (caseinas y proteinas
del suero de la leche) pueden ser utilizadas como sistemas de liberacion de microorganismos
probiGticos.*>” Las proteinas de la leche presentan excelentes propiedades gelificantes, esto
ha sido utilizado por Heidebach y colaboradores en 2009 para disefiar una metodologia con
el objetivo de encapsular células probidticas. Esta nueva metodologia de encapsulacion es
prometedora e interesante debido a la biocompatibilidad de las proteinas de la leche.!24°

Conclusion

Actualmente, los microorganismos probioticos son incorporados a una gran cantidad de
productos alimenticios, debido a que estos microorganismos pueden desempefiar diversas
actividades fisiologicas en el organismo, las cuales tienen un impacto positivo en la salud de
los consumidores. Sin embargo, para que puedan ejercer sus efectos benéficos, se debe

garantizar la viabilidad de los probidticos durante la vida de anaquel del alimento y durante
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el trénsito gastrointestinal. Una de las alternativas més viables para lograr mantener la
viabilidad de los microorganismos probidticos es la microencapsulacion. La
microencapsulacion es una metodologia que permite retener pequefias particulas sdlidas,
liquidas o gaseosas dentro de un material de recubrimiento o encapsulante. Hoy en dia,
existen numerosas técnicas para la encapsulacion de microorganismos probidticos. Sin
embargo, las técnicas mas empleadas para la encapsular probi6ticos son la encapsulacion por
extrusion y emulsion. No obstante, se requieren mas investigaciones para poder estudiar a las
variables involucradas en el proceso de encapsulacion y asi poder optimizar el proceso,

logrando conservar la viabilidad de los probi6ticos durante un tiempo mayor.
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