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RESUMEN

Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas producidas por distintas bacterias, entre
ellas, las bacterias &cido lacticas (BAL). Se caracterizan por su capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos, ya sean contaminantes o patégenos en alimentos.
Especialmente, realizan su accion sobre aquellos que son similares genéticamente a la
bacteria productora, poseen actividad bactericida y/o bacteriostatica. Actualmente, se utilizan
como una barrera en la biopreservacion de alimentos para el reemplazo de aditivos quimicos.
Tipicamente, son péptidos catidnicos, anfifilicas y difieren, principalmente, en peso
molecular, presencia de aminoacidos, pH, y modificaciones post-traduccionales. Tienen un
amplio espectro sobre bacterias Gram positivo y Gram negativo, incluyendo agentes
etiologicos de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y enfermedades humanas. Las
bacteriocinas de BAL son de origen ribosomal y acttan, principalmente, formando poros en
las membranas de las bacterias, causandoles la apoptosis. Son ampliamente utilizadas en la
industria alimentaria por su capacidad de conferir diferentes caracteristicas sensoriales como
textura, sabor y olor agradable a los alimentos fermentados ya que consiguen alargar la vida
atil de estos y proporcionar seguridad contra bacterias que puedan afectar la salud del

consumidor.

En esta investigacion se indagara respecto de la purificacién parcial de productos
antimicrobianos basada en la utilizacion de liposomas nanomagnéticos que faciliten su
extraccion ahorrando tiempo y costos con el fin de obtener sustancias efectivas contra

patdgenos y contaminantes de alimentos.

Palabras claves: Bacteriocinas, purificacion, nanoparticulas, liposomas, magnetismo



1. INTRODUCCION

Actualmente, la industria alimentaria se ha visto afectada por la demanda de los
consumidores que consideran que gran parte de los alimentos procesados presentan un bajo
nivel nutritivo y cuyos aditivos sintéticos o conservantes quimicos pueden volverse
peligrosos para la salud. En respuesta a estas necesidades, ha surgido un gran interés en
desarrollar alimentos mucho mas naturales que no tengan un impacto negativo para la salud,
sin conservantes quimicos y libres de microorganismos patdégenos. A raiz de esto, las
bacteriocinas son una solucion frente a esta problematica, las bacteriocinas son péptidos con
actividad antimicrobiana, sintetizados ribosomalmente, segregadas por un gran niamero de
bacterias para inhibir el crecimiento de otros microorganismos competidores o alterantes de
materia prima, por lo que pueden ser utilizadas como conservadores biologicos para la

preservacion de los alimentos.

Las bacteriocinas tienen una actividad antimicrobiana variable, sin embargo, las de
mayor interés son las producidas por bacterias acido-lacticas (BAL), siendo éstas un grupo
heterogéneo de bacterias Gram positivo, aerotolerantes, no patdgenas, ni toxigénicas que
producen &cido lactico como el Unico producto de la fermentacién de carbohidratos.
Presentan un gran potencial biotecnoldgico lo que les permite tener diversas aplicaciones en

la industria alimentaria.

Por otra parte, la purificacion de proteinas o de péptidos, es un proceso gque cuenta con
varias etapas, cuyo objetivo es lograr la concentracién diferencial de la proteina o molécula
en estudio, esto implica aislarlas a partir de su fuente, en base a diferencias en sus propiedades

fisicas para asi obtener la mayor cantidad de producto funcional con el menor nimero de



contaminantes. La purificacion es una etapa fundamental en la caracterizacion de la funcién,

estructura e interaccion de la proteina con otras moléculas.

La purificacion de proteinas se puede lograr mediante diferentes protocolos
experimentales, algunos de ellos largos y dificultosos. En este estudio, se abordara la
purificacion de estos productos utilizando liposomas nanomagnéticos formados por vesiculas
esféricas con una doble capa de fosfolipidos, cuya constitucién es en base a compuestos de
materiales biodegradables y no toxicos para la célula, y capaces de proteger de la degradacion

enzimatica.

Actualmente, el interés por los liposomas ha aumentado debido a su utilizacion como
sistemas de transporte para las industrias farmaceutica y cosmética, principalmente, pues son
estructuras biocompatibles para encapsular proteinas, acidos nucleicos y farmacos. Presentan
gran semejanza con las estructuras de la membrana celular, lo que permite absorber y
transportar sustancias hidrosolubles como conservantes quimicos favoreciendo su uso tanto

en medicamentos como en cosméticos, incluso en biotecnologia en casos de terapia genética.

Los liposomas ofrecen una nueva alternativa de purificacion de sustancias
antimicrobianas de origen natural como las bacteriocinas, cuyas formas de extraccion y
purificacion, normalmente, conlleva protocolos largos y complejos para obtener productos

de alta calidad.



OBJETIVO GENERAL

Investigar el uso de liposomas nanomagnéticos como un nuevo método répido y eficaz en la

purificacion parcial de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas.
PREGUNTA DE INVESTIGACION

Las sustancias antimicrobianas son producidas por numerosas especies bacterianas
presentando diversas capacidades letales o inhibitorias. Ya que estos compuestos
antimicrobianos resultan ser efectivos para el control de microorganismos patégenos y
contaminantes de alimentos, pueden ademas actuar como bioconservantes alimentarios. Lo
anterior, hace que la purificacion de este tipo de compuestos cobre vital importancia. Sin
embargo, con los métodos actuales, el tiempo requerido es alto y con una gran cantidad de
trabajo y protocolos normados. A través del uso de liposomas nanomagneéticos se busca
purificar parcialmente productos antimicrobianos, como las bacteriocinas de manera mucho
mas répida y eficaz. La metodologia basada en la utilizacion de liposomas nanomagnéticos
podria facilitar la extraccion de estos productos, asi como también ahorrar tiempo y costos
obteniéndose sustancias antimicrobianas efectivas en el control de microorganismos

patdgenos y contaminantes de alimentos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evidenciar la efectividad de liposomas nanomagnéticos en la purificacion parcial de

bacteriocinas.

2. Exponer, con base en la literatura, que el uso de liposomas nanomagnéticos permite el
ahorro de tiempo y disminucion de costos durante el proceso de purificacion parcial de

bacteriocinas.



METODOLOGIA

Se realizd una revision bibliografica con la informacién disponible acerca de "Liposomas
nanomagnéticos en la purificacion de bacteriocinas: Deteccion de sustancias antimicrobianas
a través de un método répido y eficaz". Para esta blsqueda se consultaron bases de datos
nacionales e internacionales para asegurar la calidad de la informacién. Las bases de datos
consultados fueron Web of Science, Pubmed, Scopus, Google académicos, entre otros. En
este contexto, se consideraron solo referencias a investigaciones publicadas durante los
ultimos 10 afios.



2. MARCO TEORICO

1.1 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de naturaleza proteica, de bajo peso
molecular, termoestables, con diferentes niveles y espectros de actividad y sintetizadas en los
ribosomas de las bacterias productoras cuando estas se encuentran bajo situaciones
estresantes o que demanden mayor esfuerzo por parte del microorganismo (1). Se estima que
el 99% de las bacterias son capaces de sintetizar al menos una bacteriocina, éstas pueden ser
producidas por bacterias Gram positivo o Gram negativo (2), tales como: Clostridium

botulinum, Enterococcus faecalis y algunas especies de Bacillus, entre las mas comunes.

Los primeros reportes se publicaron hace mas de 80 afios, cuando se descubrié un
antagonismo entre las cepas de Escherichia coli, donde estas sustancias fueron llamadas
colicinas. El uso de las bacteriocinas fue inicialmente observado por Mechnikoff a principios
del 1900, quien reportd los efectos benéficos de las bacterias productoras de acido lactico en
la prevencion y tratamiento de enfermedades intestinales (3). Entre los afios 1933 y 1947 se
realizaron las primeras investigaciones sobre nisina, que actualmente es una bacteriocina
reconocida como segura para la conservacion de alimentos por organismos de importancia
como la Food and Drug Administration FDA (Administracion de Alimentos y
Medicamentos) y la OMS (Organizacion Mundial de Salud) (4). Tradicionalmente, se ha
considerado a estos péptidos como bioldgicamente activos con propiedades bactericidas
contra especies estrechamente relacionadas a la cepa productora, sin embargo, recientemente
esto ha ido cambiando ya que se han encontrado acciones bactericidas en cepas distintas

filogenéticamente de la cepa productora.



Su produccion ocurre de forma natural durante la fase logaritmica del desarrollo
bacteriano o al final de esta, presentando siempre una relacion directa con la biomasa
producida (5). Son secretadas extracelularmente y presentan una alta actividad bactericida o
bacteriostética sobre microorganismos indeseados, asociados principalmente al deterioro de
alimentos o causales de alguna enfermedad, dando como resultado productos estables y
seguros para el consumo diario. Se caracterizan por tener una actividad antimicrobiana
variable, actuando especialmente sobre bacterias Gram positivo ya que pueden desestabilizar
los polimeros anidnicos de la pared celular (&cido teicoico y lipoteicoico), junto con la
afectacion de la sintesis de DNA y proteinas (6). Una de las formas mas conocidas de
caracterizar las bacteriocinas es por su estabilidad al calor y a pH &cidos, esto se atribuye a
la formacion de estructuras globulares pequefias, presencia de regiones hidrofébicas, y
formacion de enlaces cruzados (7) estables en su estructura. Lo anterior permite la
fermentacion y conservacion de los alimentos, mejorando su calidad higiénica al inhibir total

o0 parcialmente la microbiota competitiva presente.

Las bacteriocinas pueden servir como barreras antimicrobianas y ayudar a reducir los
niveles de microorganismos patdgenos. Como ya se ha mencionado anteriormente, existe una
gran cantidad de bacteriocinas y cada una con un espectro de inhibicion particular,
caracteristica que es aprovechada para la manipulacion de poblaciones bacterianas a nivel de
tracto digestivo con el fin de excluir patégenos (8), mejorando la digestibilidad y aumentando
la respuesta del sistema inmune. A raiz de esto, surge el término de bacteriocinogenicidad,
el cual se refiere a la capacidad de las bacterias de sintetizar y eliminar al exterior proteinas
antagoénicas de otros microorganismos (9), por lo que se deduce que las BAL (bacterias &cido-

lactico) presentan esta caracteristica bien definida.



1.2 Antecedentes Bacterias Acido Lactica (BAL)

Las bacteriocinas de mayor interés son las producidas por bacterias acido lacticas (BAL),
estos microorganismos, en su mayoria son bacilos o cocobacilos Gram positivo,
aerotolerantes, no esporulados, anaerobios, con tolerancia a temperaturas elevadas y
condiciones de pH bajo, catalasa y oxidasa negativo, con contenido de G+C inferior a
50mol%. (10). Diversos autores han demostrado que este grupo de bacterias es el mas
abundante y difundido en la naturaleza debido a la capacidad de crecer en una variedad de
sustratos y en diversas condiciones bioldgicas (11), los géneros que constituyen este grupo
son: Lactobacillus spp, Leuconostoc spp, Lactococcus spp, Pediococcus spp vy
Carnobacterium spp. El grupo Lactobacillus es el mas importante y heterogéneo (12). El
crecimiento de BAL en aerobiosis conduce a la formacion de varios metabolitos provenientes
del oxigeno como; perdxido de hidrégeno, aniones superoxido y radicales libre los cuales
segun la concentracion en la que se encuentren, tendran un efecto bactericida o

bacteriostatico frente a la flora lactica y no lactica.

Algunas BAL han sido aisladas de alimentos como la carne, y productos lacteos, razén
por la que actlan sobre microorganismos causantes de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAS) (13) como, por ejemplo; Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, y Salmonella spp. Las BAL constituyen un grupo muy heterogéneo que
producen solo acido lactico como producto del proceso de fermentacion (14), en simples
palabras transforman la lactosa de la leche en acido lactico que es el responsable del sabor
“acido/amargo” que toma la leche luego de unos dias. Segun su definicion, las bacteriocinas
se inactivan por enzimas de caracter proteolitico, como las de origen pancreatico (tripsina,
alfaquimiotripsina) y origen gastrico (pepsina, proteinasa K), por lo que estas luego seran
inactivadas en el tracto gastrointestinal sin ser absorbidos como compuestos activos y sin

causar riesgos asociados al uso de antibiéticos (15).



Al ser comparadas con las bacteriocinas sintetizadas por bacterias Gram negativas, éstas
presentan un espectro de inhibicion mucho mas amplio, puesto que las Gram negativo como
Escherichia coli tienen un espectro de accién mucho més limitado (16) actuando sobre
especies estrechamente relacionadas. Lo anterior, reduce las posibilidades de explotarse
como bio-conservantes, ademas, las bacteriocinas de Gram positivo presentan una escasa
toxicidad para la célula y son consideradas seguras para su consumo (GRAS, por sus siglas
en inglés) (17). Ultimamente, han sido estudiadas como cultivos probidticos ya que se
complementan con las bacterias que se encuentran en la microbiota intestinal, contribuyendo

con el buen funcionamiento del aparato digestivo.

1.3 Clasificacion bacteriocinas

En funcidn de los productos del proceso de fermentacion, las bacteriocinas de BAL se
pueden clasificar en 2 tipos: homo y heterofermentativas. Las homofermentativas son
aquellas en que el unico producto de fermentacidn de carbohidratos es el acido lactico, dentro
de esta clasificacion se encuentran: Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus,
Staphylococcus (18). Por otro lado, estan las BAL heterofermentativas que son capaces de
producir &cido lactico (solo en un 50%), diéxido de carbono, etanol o &cido acético (19). Los
géneros mas comunes heterofermentativos son; Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus,

Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus.

Los péptidos antimicrobianos producidos por BAL se han clasificado en 5 grupos o clases

segun su estructura, propiedades moleculares y bioquimicas:



v Clase I: Lantibiéticos. Péptidos pequefios de bajo peso molecular, activos a nivel de
membrana, termol&biles, contienen algunos aminoéacidos poco comunes como
lantionina y dihidroalanina, debido a la deshidratacion de serina y treonina producto
de modificaciones posteriores a la traduccion. Son los Unicos que se producen en el
ribosoma como un pre-péptido para luego formar un péptido activo. Los lantibi6ticos
se subclasifican en clase la y clase Ib. La clase la son péptidos lineales/elongados,
cationicos, con carga neta positiva donde encontramos nisina, producida por
Lactococcus lactis subespecie lactis, la cual es reconocida por la FDA como GRAS
(20), su accidn reside en la destruccion de la célula bacteriana por despolarizacion de
la membrana. En el caso de la clase Ib, éstos son péptidos globulares, con carga neta
negativa o neutra, que inhiben las reacciones enziméticas, se destaca la bacteriocina
mersacidina. (3)

v' Clase Il: No Lantibi6ticos. Péptidos pequefios y lineales, no modificables post-
traduccionalmente, termoestables, actian a nivel de membrana plasmatica y se
subdividen en 3 grupos; lla, Il1b y llc. EIl primero, son péptidos activos con una
importante actividad antimicrobiana contra Listeria, se destaca la Pediocina PA-1. La
clase Ilb, es formadora de complejos, esta conformado por bacteriocinas con 2
péptidos para aumentar la actividad antimicrobiana, su accion consiste
principalmente en formar poros en la membrana y se encuentra la lactococcina G. La
clase Ilc estd compuesta por péptidos pequerios, termoestables, no modificables post-
traduccionalmente y se encuentran las bacteriocinas divergicina A y acidocina B. (6)

v" Clase Ill: Péptidos de alto peso molecular. Termolabiles, catalizan e hidrolizan la
pared celular de las células sensibles, la bacteriocina mas representativa es la
helveticina J. (21)

v Clase IV: Péptidos ciclicos asociados a lipidos o carbohidratos. Presentan una parte
proteica y una o mas fracciones lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad
biologica, la mas representativa es lactocina S (glicoproteina), sin embargo, ain no
son profundamente caracterizadas. (4)

v' Clase V: Péptidos de estructura circular. Son aquellos péptidos circulares no
modificados post-traduccionalmente, dentro de esta clase se encuentran la enterocina
AS-48 y gasericina A. (22)



Tabla N° 1: Clasificacion de bacteriocinas (1)

Tomado y adaptado de Heredia (2017)

Clasificacion
Clase |
(lantibidticos)

Clase Il

Clase IlI
Clase IV

Clase V

Caracteristica
-Péptidos que contienen
aminoacidos modificados
(lantionina, B-lantioninato).

-Clase heterogénea de péptidos
termoestables pequefios

Subcategoria
-Tipo A (moléculas lineales)
-Tipo B (moléculas globulares)

-Subclase Ila (pediocina-
antilisteria)

-Subclase I1b (compuesto de
dos péptidos)

-Subclase llc (otras
bacteriocinas)

Ejemplo
-Nisina, subtilina, epidermina.
-Mersacidina.

-Pediocina, enterocina, sakacina.
-Plantaricina, lacticina F.
-Lactococcina.

-Grupo de péptidos lineales
-Degradacion de proteinas
grandes.

-Péptidos grandes termolabiles.
-Péptidos ciclicos (asociados con
lipidos y carbohidratos)
-Péptidos de estructura circular

-Subclase Ild
-Subclase lle

Tabla N° 2: Principales bacteriocinas y microorganismos productores (3)

Tomado y adaptado de Monroy (2012)

Bacteriocina

Nisina
Pediocina PA-1

Pediocina JD
Sakacina A
Sakacina P
Curvacina A

Mesentericina Y105

Plantaricina E/F
Lactococcina A
Lactococcina B
Lactatina F
Divergicina
Helveticina

Clase

-Lacticina Q.
-Propionicina F.

-Helvectina J, millericina B.
-Reutericina 6, Lactocina S.

-Enterocina AS-48,gasericina A.

Microorganismo productor

I Lactococcus lactis subsp lactis

lla

Pediococcus acidilactici y Lactobacillus

plantarum WHE92

lla
lla
lla
lla
lla
Ilb
Ilb
Ilb
Ilb
llc

Pediococcus acidilactici JD1-23
Lactobacillus sake 706

Lactobacillus sake LTH673
Lactobacillus curvatus LTH1174
Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus plantarum C11
Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp cremoris 9B4
Lactobacillus johnsonii
Carnobacterium divergens LV13

1] Lactobacillus helveticus
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La clasificacion de las bacteriocinas se ha ido modificando con el transcurso del
tiempo. Como punto inicial, se establecieron 4 grupos o clases distintas (1, 11, 11 y IV) y eso
se mantuvo hasta 1996 donde el grupo IV correspondiente a los péptidos ciclicos no se
consideraron para una reclasificacion. Luego en el afio 2000 el grupo IV siguié siendo
eliminado, pero la clase Il fue la que tuvo mayores modificaciones. En estudios actuales, no
se hace referencia a una clase IV, por lo que solo se mantienen las 3 primeras clases. En otros
casos se vuelve a establecer la existencia de una clase IV 0 V para las bacteriocinas circulares.
Cabe destacar que la clasificacion de estos péptidos aun no llega a consenso, por lo que existe
la posibilidad de volver a reclasificar las bacteriocinas.

1.4 Mecanismo de accidn bacteriocinas

Dentro de los mecanismos de accion reportados se destacan varias caracteristicas
esenciales para que las sustancias puedan llevar a cabo su actividad antimicrobiana
(bactericida o bacteriostatica) independiente de la célula diana, membrana celular o pared
celular (23), junto con la interaccidn de proteinas importantes que influyen en el metabolismo
de la célula. Estos péptidos tienen una carga neta positiva que favorecen la interaccion con
la carga negativa de los lipopolisacaridos que se encuentran en la membrana de las bacterias
Gram negativo y en el caso de las bacterias Gram positivo se ve favorecida la interaccion con

el &cido teicoico y lipoteicoico de la pared celular (24).

La hidrofobicidad es necesaria para la insercion de la bacteriocina en la membrana
celular, la flexibilidad permite realizar un cambio conformacional de un estado soluble a un

estado de interaccion con la membrana (25). Los mecanismos de accion se basan en la

11



formacion de poros, degradacion del DNA e inhibicion de la sintesis del péptidoglicano. La
mayoria de las bacteriocinas acttan sobre la membrana de las células a través de la formacién
de canales o poros (26), inicidndose la interaccion de la bacteriocina hacia la bacteria diana,
mediante fuerzas electrostéticas que comienzan con la unién de la regién N-terminal (region
hidrofilica) de la primera, con la parte polar de la membrana celular de la bacteria, luego de
unidas, la regién hidrofébica (regién C-terminal) penetra la region no polar de la membrana
(27), formandose el poro, ya que estos péptidos antimicrobianos estan cargados
positivamente e interactian con los fosfolipidos de membrana de las bacterias (cargados
negativamente) desestabilizan y permeabilizan las células sensibles provocando la salida de
iones y metabolitos (28) fundamentales para su supervivencia como fosfato, potasio,
aminoécidos y ATP. Lo anterior, que tendra como consecuencia la pérdida del potencial de
membrana, consumo de reservas energéticas, junto con la disminucion de la sintesis de

macromoléculas, produciéndose de esta forma la muerte celular.

En el caso de nisina, se une al lipido Il (principal transportador de las subunidades de
péptidoglicano > molécula precursora de la sintesis de la pared celular) como acoplamiento
molecular generando la pérdida del potencial de membrana y del contenido celular evitando

la sintesis del péptidoglicano (4) y provocando la muerte de la bacteria.
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Figura N° 1. Mecanismo de accién de nisina sobre la membrana bacteriana (19).

Tomada de L6pez (2008)

1.5 Resistencia de bacteriocinas

La resistencia contra las bacteriocinas se ha informado con frecuencia en aislamientos
tanto naturales como clinicos, sin embargo, existen muy pocos reportes debiéndose,
principalmente, a que presentan un mecanismo de accion rapido, ya que reconocen moléculas
receptoras en la célula diana permitiendo una proximidad cercana a la membrana celular para
la posterior formacion de poros en la membrana de la bacteria incluso cuando se encuentran
a bajas concentraciones, lo que les da una gran ventaja para poder ser aplicadas en la

actualidad frente al control de patdgenos de interés o en estudio. (29, 30, 31)
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La resistencia innata puede deberse a la incapacidad de la cepa diana para unirse a la
bacteriocina o a la produccion de proteinasas que pueden proporcionar proteccion parcial al
escindir moléculas de bacteriocina externas. Por otra parte, la resistencia espontanea puede
ocurrir a partir de modificaciones en el ADN llevando a cambios en la unién con su receptor.
(30).

Bien es sabido, que estos péptidos antimicrobianos son termoresistentes, ya que segun
diversos estudios no disminuyen de manera significativa su actividad cuando son expuestos
a tratamientos térmicos, ya sean procesos de liofilizacion y congelacién. No obstante, los
criterios de termoestabilidad son dificiles de definir, ya que dependen de parametros, tales
como purificacion, pH, fuerza idnica y presencia de moléculas protectoras. Dentro del grupo
de bacteriocinas termolabiles, si bien son pocas, encontramos a Helvectina J y Caseicina 80,

entre las mas representativas (29).

De acuerdo con lo reportado, la exposicidn a una dosis alta de bacteriocina resulta en
densidades celulares totales significativamente mas bajas que en los tratamientos de no
bacteriocina y bacteriocina de dosis baja. Esto, si bien es un punto a favor debido a la
efectividad de la dosis alta para reducir la densidad celular total, también se impone como
una fuerte seleccion para la resistencia a la bacteriocina. Por otro lado, con dosis bajas de
bacteriocina, no hubo una fuerte seleccién de resistencia, pero fue menos efectiva para

suprimir las densidades totales de la cepa objetivo que la dosis alta.
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Acorde los resultados y datos obtenidos, se sugiere que la incorporacion de una cepa
competidora junto con dosis de bacteriocina puede disminuir de manera significativa la
densidad de células resistentes, suprimiendo las densidades celulares y la pronta evolucion
de la resistencia contra los péptidos. Lo anterior, proporciona pistas favorables para sugerir
el uso de un agente bioterapéutico como un competidor heteroespecifico que pudiese conferir
una mayor sostenibilidad al uso de bacteriocinas como agentes terapéuticos alternativos.
(32).

También, esta el caso del uso de mezcla de bacteriocinas con distintos mecanismos
de accion que reducen la probabilidad del desarrollo de resistencia. Se puede obtener una
sinergia de estos productos al inhibir los microorganismos. Lo anterior, ha sido demostrado
con ensayos de inhibicion utilizando combinaciones de bacteriocinas con distintos modos de
accion (30), las que presentan una mayor accion antibacteriana en poblacion sensible que
cuando se usan individualmente, dado que las células resistentes a una bacteriocina podrian
ser destruidas por la otra bacteriocina que compone la combinacion. Varios informes sugieren
que la resistencia a una bacteriocina puede extenderse a otras, ya sea dentro de la misma clase
o incluso en clases distintas. No obstante, los informes de resistencia cruzada indican que el
uso de multiples bacteriocinas para lograr una mayor eficacia antibacteriana podria no ser
factible, dado que estos péptidos antimicrobianos actian sobre las células sensibles mediante
un mecanismo comun que disipa el gradiente quimico y energético a través de la membrana

citoplasmatica (32).

La bacteriocina mejor estudiada es nisina producida ribosémicamente por
Lactococcus lactis y junto con otros lantibioticos que contienen el aminoacido lantionina
ejercen principalmente efectos bactericidas a través de al menos dos mecanismos de accién
conocidos. Uno de ellos, es el ataque al lipido I, precursor de la pared celular unida a la

membrana, lo que resulta en la inhibicion de la sintesis de peptidoglucano y el segundo
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mecanismo alude a la conocida formacion de poros de la membrana, generando un dafio y la
posterior despolarizacion de la estructura producto de la inactivacion del transportador de

manosa fosfotransferasa (PTS) por las bacteriocinas clase lla formadoras de poros (33,34).

La primera bacteriocina no antibiotica no modificada post-traduccionalmente es la
Lcn972 o Lactococcin 972, secretada por Lactococcus lactis IPLA972 que inhibe la sintesis
de la pared celular en dicha bacteria (34), esta se considera la bacteriocina activa de la pared
celular puesto que genera cambios tales como remodelacion de la envoltura celular hacia un
peptidoglican (PG) mas densamente empaquetado, produccion de polisacéridos estructurales
0 de superficie junto con activacion de genes que presentan funciones protectoras y una

mayor tolerancia al oxigeno en mutantes resistentes a Lcn972 (35).

Las bacterias del género Xenorhabdus producen una bacteriocina llamada
xenorhabdicina que tiene un mecanismo conocido en donde se requiere de la fijacion de la
célula objetivo para inducir la despolarizacion de la membrana celular. Existen las
bacteriocinas de dos péptidos, como plantaricina JK, plantaricina EF y plantaricina S, que
tienen dos péptidos diferentes, los cuales se requieren en cantidades aproximadamente
iguales para una actividad antimicrobiana 6ptima y el mecanismo de accion de plantaricina
JK'y plantaricina EF es la destruccion de las células sensibles al disipar el potencial eléctrico

y el gradiente de pH (36).

Lactobacillus brevis 174A, produce una bacteriocina denominada brevicina 174A,
que inhibe el crecimiento de importantes bacterias patdgenas como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans. Su expresion y resistencia

esta controlada por dos proteinas reguladoras de la transcripcion, denominadas BreD y BreG,
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donde BreD se expresa junto con BreE, el cual es el gen causal de la auto-resistencia
de Lactobacillus brevis 174A (35,36).

Ultimamente, se ha investigado el mecanismo de accion de las bacteriocinas con
sistema Cdz que destruyen las células objetivo a través de la permeabilizacion de la
membrana llevando a una pérdida del gradiente de protones a través de la membrana interna.
La toxina Cdz, que se adhiere a las superficies de las células productoras, estd compuesta por
dos proteinas hidrofébicas, CdzC y CdzD, que juntas inducen la despolarizacion de la
membrana interna permitiendo la muerte dependiente del contacto de las células que carecen
de la proteina de inmunidad Cdzl. Estas proteinas se secretan a través de un sistema de
secrecion tipo I, pero a diferencia de la mayoria de las bacteriocinas secretadas por los
sistemas de tipo I, CdzC y CdzD se acumulan en la superficie de las células productoras para
mediar la destruccion de células diana dependiente del contacto (37).

2. Purificacién

El proceso de purificacion es vital para la caracterizacion de la funcion, estructura y
rendimiento de la muestra con la cual se esta trabajando. El material inicial por lo general,
en el caso de las proteinas, son tejidos biolégicos o cultivos microbianos. Este consta de una
serie de pasos, a modo general, hay liberacién de la proteina de la matriz que lo confina,
separacion de las partes proteicas y no proteicas de la mezcla y lo mas importante o el
objetivo final de la técnica es la separacidn diferencial de la proteina en estudio de todas las

demas.
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Se debe tener en cuenta que para cualquier proceso de purificacion de proteinas se
deben seguir los siguientes pasos: definir un ensayo especifico que identifique la proteina,
elegir la fuente o matriz bioldgica, extraer la proteina de la fuente, estabilizacion de la
molécula, fraccionamiento y determinacion de la pureza/calidad del producto final de
acuerdo a su rendimiento (38).

El primer paso, es de suma importancia, ya que de este depende la calidad y
rendimiento de pureza del producto final. Hoy en dia, existe una variedad de técnicas de
purificacion proteica, las cuales deben mantener en un equilibrio el concepto de calidad,
referido al porcentaje de pureza del producto, cantidad de muestra en estudio y los costos
junto con la instrumentacion. Cada técnica debe tener estos 3 conceptos muy presentes, sin
embargo, las limitaciones de cada uno, han hecho muy dificil tener una técnica estandar para
los procesos de purificacion. Es por esto, que las nanoparticulas han tomado un rol
protagénico, dadas sus caracteristicas fisico-quimicas que serdn mencionadas en el

transcurso de este informe (39).

La eleccion de la fuente o matriz, corresponde a donde se encuentra la proteina de interés
para luego extraerla por medio de lisis osmotica (cominmente se utilizan enzimas), molienda
0 a través de un sonicador de ultrasonido que eleva las vibraciones del material dada la
agitacion producida. Para la estabilizacion se debe tener en cuenta el pH, presencia de metales
pesados, contaminantes, temperatura, actividad de la molécula entre otros. Finalmente, para
el aislamiento se aprovecha de las caracteristicas de la proteina de interés para separarla del

resto de las moléculas de la mezcla (40).

18



Pureza

Procesos

Figura N° 2. Representacion esquematica general de un método de purificacion

Creada por Y.C. 2020

2.1 Purificacién de bacteriocinas

La purificacion de bacteriocinas es un proceso que cuenta con varias etapas cuyo
objetivo es lograr la concentracion diferencial de la proteina 0 molécula de interés. Los

aspectos por evaluar principalmente son calidad, cantidad y costos.

Previo al inicio de la purificacion, es necesario realizar estudios de produccion y contar

con grandes proporciones de cultivos, ya que factores como la temperatura, pH,
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disponibilidad de nutrientes y tiempo de incubacion influyen en la producciéon de las
sustancias (29). Con respecto al medio de crecimiento, este puede interferir o aumentar la
purificacion de bacteriocinas, como por ejemplo el Tween 80 que disminuye la actividad
antimicrobiana de pediocina Ay lactocina S (41).

En la generalidad, se han establecido 3 métodos principales para la purificacion de
bacteriocinas, el primero consta de un precipitado mediante sales (sulfato de amonio),
intercambio iénico, interaccion hidrofdbica, filtracion en gel, y HPLC. El segundo método
se considera simple ya que tiene 3 etapas (precipitacion del sulfato de amonio,
extraccion/precipitacion con cloroformo/metanol y HPLC) y en el tercer y ultimo meétodo las
bacteriocinas se pueden aislar por una sola operacion unitaria, usando un gel de interaccion
hidrofobica, ajustando el pH del medio de produccion (42). Luego de detectar la actividad
antimicrobiana y de haber establecido las condiciones 6ptimas de cultivo que permitan una
buena produccion, se busca un protocolo de purificacion lo mas sencillo posible para obtener
el grado de pureza deseado (total o parcial) con maximos rendimientos. Se han utilizado una
gran variedad de procedimientos, todos con éxito diferente; esta variabilidad en los resultados
se debe a la naturaleza heterogénea del grupo de las bacteriocinas (44). Por lo tanto, para
obtener bacteriocinas con un alto grado de pureza, las muestras se deben someter a técnicas
que permitan separar las bacteriocinas de las fracciones proteicas, basandose en sus

propiedades y caracteristicas fisicoquimicas.

Como se puede evidenciar, debido a la diversidad de las caracteristicas de las
bacteriocinas no es posible establecer un protocolo general para su purificacion, sin embargo,
es conveniente mencionar que las etapas basicas para su purificacién, como es el caso de la
precipitacion de proteinas con sulfato de amonio para concentrarlas a partir de sobrenadantes
de medios de cultivos. Otra etapa que no se ha podido estandarizar es la extraccion con

solventes como el cloroformo.
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Actualmente, el protocolo de purificacion con mayor difusion se basa en las propiedades
de los agentes antimicrobianos, el cual consta de 4 etapas (45):

v" Precipitacion de proteinas con sulfato de amonio

v Cromatografia de intercambio idnico

v Cromatografia de interaccién hidrofébica

v Cromatografia de fase reversa en un sistema HPLC

TERTERTERY

Figura N° 3. Representacion esquematica de uno de los protocolos mas empleados en el proceso
de purificacion de las bacteriocinas (43)

Tomada de Cardoso (2012)

En general, este método implica el poder ajustar el pH de los cultivos al valor en el
que se produce la maxima adsorcion de moléculas de bacteriocina, se recuperan las células
por centrifugacion, se reajusta el pH de la suspension celular (46) hasta conseguir la
liberacion maxima de moléculas de bacteriocinas. Luego, se dializa, se concentra por

liofilizacion y se aplica a una columna de fase reversa acoplado a un sistema HPLC.
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Es importante destacar que mientras la bacteriocina esté méas pura, esta se volvera
mas inestable, es decir, pierden facilmente su actividad antimicrobiana, esto se debe a las
distintas clases de bacteriocinas (mencionadas anteriormente) y sus modificaciones post-
traduccionales y no precisamente a proteolisis (47), puesto que para conseguir una mayor
estabilidad de la bacteriocina se necesitan pH bajo e incluso se puede adicionar proteinas
como BSA (albumina en suero bovino) (48). Por lo tanto, la eficiencia de este proceso se
debe medir en cada una de sus etapas y determinar la capacidad inhibitoria de la bacteriocina
estudiada y asi establecer la ruta idonea para lograr una maxima purificacién sin pérdida de

actividad antimicrobiana (49).

2.2 Purificacion de proteinas con nanoparticulas

La necesidad actual de purificar proteinas en la protedmica, diagnostico, terapéutica
y otras areas requiere de métodos de separacion eficientes, que logren un buen rendimiento
con una alta capacidad de unidn y una buena relacion costo-beneficio para la purificacion
proteica (50,51).

Se debe tener en consideracion la existencia de un equilibrio o balance favorable entre
una serie de parametros que afectan el resultado del producto final. Estos parametros son;

velocidad de purificacion, tasa de recuperacion, capacidad y resolucion (52).

Existen numerosos métodos convencionales para la purificacion de proteinas, las mas
conocidas y cominmente utilizadas son la cromatografia, precipitacion, y centrifugacion

principalmente (51). Pero estas no estan exentas de limitaciones como baja eficiencia, bajos
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niveles de pureza, procesos complejos y estrictos, baja sensibilidad de deteccion, alta
capacitacion por parte de los operadores y una instrumentacion de alto costo (53).

La cromatografia es la técnica de purificacion principal para proteinas, pero esta
presenta un rendimiento limitado y no es tan eficiente a la hora de procesar grandes
cantidades de proteinas, aparte de ser una técnica compleja y que requiere de mucho tiempo
(54,55).

Por otra parte, la separacion magnética es considerada rapida y altamente eficiente
que ofrece posibilidades unicas para la concentracion simple, efectiva y répida de proteinas,
células u otras biomoléculas de interés purificadas sin exponerlas a tratamientos quimicos y

fisicos de caracter nocivos y complejos (56).

Es a raiz de esto, que se han incorporado a las NP como estrategia para los procesos
de purificacion dadas sus caracteristicas fisico-quimicas como una proporcion mejorada de
area de superficie a volumen, mayor bioactividad, sensibilidad, entre otros. Es por esto, que
Gltimamente, varias nanoparticulas como las magnéticas (NPM) han demostrado ser
prometedoras en la extraccion y purificacion de proteinas. Dichas NPM han mostrado tener
una notable selectividad, sensibilidad y una excelente capacidad de enriquecimiento,

acortando el tiempo de los procesos y mejorando la recuperacion de los productos (51,57).

En base a estudios, se ha demostrado que las nanoparticulas magnéticas tienen

excelentes capacidades fisicas para purificar proteinas, incluyendo una alta eficiencia,
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selectividad y répida capacidad de purificacion de proteinas recombinantes, junto con una
alta capacidad de reciclaje y estabilidad del producto obtenido (58). La separacion magnética
en si, proporciona una separacion y purificacion eficientes en términos de tiempo, trabajo y
rendimiento mediante el uso de un campo magnético externo para capturar moléculas

objetivo con NPM a través de interaccion de afinidad (55).

La histidina (His) es cominmente utilizada en separaciones de tipo magnéticas, ya
que corresponde a un aminoacido que tiene tendencia a unirse a los metales, conocido como;
metaloenzima. La union entre las NPM vy las proteinas etiquetadas con histidina generan
enlaces fuertes y estables, lo que es favorable al momento de la separacion de la proteina,
pues que en la superficie de las NP hay abundantes sitios de acoplamiento para/con
la histidina (53,56).

La separacion de proteinas basadas en NPM, dependen del principio por afinidad
magnética a través de la utilizacion de imanes. Basicamente se basa en la inmovilizacion de
ligandos de afinidad con alta especificidad y selectividad en la superficie de las particulas

hacia las proteinas objetivo (53,59).

Técnicas que incluyen la inmovilizacién de enzimas han sido ampliamente estudiadas
debido a sus ventajas, ya que otorgan una estabilidad térmica, reutilizacion enzimatica y facil
separacion de la mezcla. No obstante, materiales como la magnetita (Fe 3 O 4) se han
considerado adecuadas para la inmovilizacion dadas sus caracteristicas, tales como tamafio
pequefio, gran superficie para la union de las enzimas, superparamagnetismo y baja toxicidad,
por lo tanto, el proceso es dependiente del magnetismo externo, sin necesidad de centrifugas,

filtros u otros equipos costosos (60).
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Segun la afinidad magnética, se encuentran métodos directos e indirectos:

-El método directo incluye la inmovilizacion de los ligandos directamente a las muestras.
Estos ligandos magnéticos de nanoparticulas identifican y detienen las proteinas objetivo
segun su afinidad.

-El método indirecto o método directo inverso consiste en que los ligandos libres se mezclan
con la muestra afin y conducen a la interaccion de la proteina objetivo para formar un
complejo. Este complejo es detectado por las nanoparticulas magnéticas y posteriormente se

desprende a través de un campo magnetico externo.

Las alteraciones del pH o de la fuerza i6nica provocan una disminucion de la
interaccion entre las proteinas y el ligando inmovilizado en las nanoparticulas, ya que
comunmente las alteraciones del pH impactan de manera significativa la elevacion de la

bioactividad de las proteinas (53,57).

Con respecto al rendimiento y la pureza del sistema magnético, se ha establecido que
el tiempo de purificacion se reduce considerablemente en comparacion con los métodos
convencionales. Se han utilizado MNP para purificar anticuerpos, y se ha demostrado que se
puede obtener un 95% de pureza con buen rendimiento en un periodo relativamente corto
(56).
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Las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas de 6xido de hierro Fe3O4 se unen al
producto, seguin su afinidad y estos se separan a través de manipulacién magnética que
implica intensidades y gradientes de campo magnético apropiadamente incrementados para
una separacion mucho mas efectiva, rapida y reutilizable sin necesidad de pasos de filtracion
ni centrifugacion para separar el producto (61).

Segun Masthoff, la adicion de nanoparticulas de éxido de hierro funcionalizadas
seguidas de la separacion magnética con imanes portatiles condujo a una pureza muy alta
de > 99.9% con respecto a los compuestos proteicos, donde cada paso de separacién fue
rapido y reproducible. Incluso, las particulas se regeneraron y reutilizaron con éxito en cinco

ciclos consecutivos.

Con este enfoque, varios pasos de purificacion dejan de ser necesarios. Sin embargo,
a través de este estudio se dejo entrever una de las desventajas del uso de nanoparticulas, que
es la perdida de particulas debido a la desintegracién de los aglomerados, por lo que debiese
investigarse y mejorar en futuras investigaciones. Sin dejar de lado, la alta relacion
superficie-volumen otorgando un aumento en la tasa de unién con los ligandos y buena

dispersabilidad en medios acuosos (54,61).

Las nanoparticulas modificadas con anticuerpos permiten la obtencion de una
purificacion por afinidad y enriquecimiento de proteinas integrales de membrana
seleccionadas directamente de preparaciones de membranas celulares. La focalizacion de las
nanoparticulas permite el seguimiento simultdneo de cada proteina de forma
individual, revelando la movilidad de estas cuando son transferidas de un entorno lipidico a
otro. Por lo que, a través de esta purificacién donde las NP tienen la capacidad de dirigirse a

ligandos de alta afinidad y existe un enriquecimiento de diez mil veces de proteinas, se
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excluyen pasos criticos como solubilizacion del detergente y reconstitucion de la membrana

tras una serie de ciclos de separacion (62).

3. Liposomas

Los liposomas son estructuras esféricas muy pequefias que oscilan entre los 20 nmy
varias decenas de pum, pertenecen a una clase de vesiculas coloidales compuestas por una
bicapa de fosfolipidos, que se asemeja a la estructura de las membranas celulares. Los lipidos
conformantes pueden ser de origen natural o sintético, y presentan una cabeza y una cola, de
naturaleza polar y no polar o hidrofoba respectivamente, confiriéndoles propiedades
anfifilicas o también denominadas anfipaticas (63). Tienen un ndcleo de solucién acuosa
rodeado por una membrana hidrofoba que le confiere la forma de bicapa lipidica, por ende,
la parte polar o cabeza se dispone de tal forma que encierra el compartimiento acuoso,
mientras que las colas apolares se orientan enfrentadas entre si, para dar lugar a la formacion
de la bicapa. Los solutos hidrofilicos disueltos en el nlcleo no pueden pasar facilmente a
través de la bicapa, mientras que los productos con caracter hidréfobo si estan posibilitados

para ingresar a la bicapa fosfolipidica (64).

Se caracterizan por permanecer bioldégicamente inertes, ser biocompatibles y
restringen la causa de reacciones tdxicas no deseadas, puesto que la mayoria de las

formulaciones estan disefiadas para reducir la toxicidad.
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Figura N° 4. Estructura de un liposoma encapsulando una droga hidrofilica e hidrofobica

Tomado y adaptado de Kyung-Lee (2020)

En la Figura N° 4 se observa la estructura de un liposoma, compuesto de fosfolipidos

biologicamente inertes y débilmente inmunogénicos con una baja toxicidad inherente.

También se muestra el encapsulamiento de farmacos de distinta naturaleza o lipofilicidad.

En el caso de los farmacos lipofilicos estos quedan atrapados en la bicapa de fosfolipidos,

mientras que los farmacos hidrofilos quedan insertos en el compartimento acuoso.

Los lipidos mas cominmente utilizados son los fosfolipidos para la elaboracion de

liposomas, dentro de estos, la lecitina (fosfatidilcolina) es la mas utilizada, ya que se puede

extraer de la yema de huevo y la semilla de soja, haciendo mas facil su extraccion y

obtencién. La estructura de estas vesiculas esféricas son dependientes de diversos factores,

como; naturaleza quimica, longitud y grado de saturacion de las cadenas hidrocarbonadas

presentes, pH y la carga idnica de la fase acuosa (65).
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La eleccién de los componentes de la bicapa, es vital para determinar su rigidez o
fluidez, en el caso de las especies de fosfatidilcolina insaturadas de fuentes naturales ya sea
huevo 0 soja, estas proporcionan bicapas mas permeables y menos estables (66). Los
fosfolipidos saturados de cadena larga, por el contrario, forman una bicapa rigida e

impermeable.

Su capacidad de encapsular activos de naturaleza muy diversa, su biodegradabilidad
y la ya mencionada ausencia de toxicidad han favorecido la difusion de su utilizacion y
aparicion continuada de nuevas aplicaciones, ya que a medida que se fabrican grandes

cantidades de liposomas estables y rentables, surcaran muchas aplicaciones nuevas (67).

3.1 Composicion estructural de liposomas

Si bien se ha mencionado que los liposomas estan formados por una bicapa de
fosfolipidos que le confiere ciertas caracteristicas, los principales componentes estructurales

son.

-Fosfolipidos: Pueden ser de caracter natural o sintetico. Son los mas utilizados en la
formulacion de liposomas, y en las membranas bioldgicas representan mas del 50% de su
peso. Contienen glicerol el cual actiia como el “esqueleto” de la molécula. Para la obtencion
de vesiculas estables se usan acidos grasos saturados, dejando al descarte la utilizacion de

acidos grasos insaturados por su baja eficacia.
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-Esfingolipidos: la columna vertebral es la esfingosina, se incluyen en los liposomas para
proporcionar una capa de grupo cargado en la superficie y sirve como puente entre la parte

polar y no polar.

-Esteroles: el colesterol y sus derivados influyen disminuyendo la fluidez de la bicapa y
reducen la permeabilidad de la membrana, es Util para unir la estructura y “llenar” los

espacios vacios (63,66,67).

3.2 Sintesis de liposomas

La preparacion de liposomas consta de 4 etapas clave para obtener un producto
homogéneo y estable durante un tiempo determinado para sus funciones biologicas y/o

médicas, los cuales son:

-Separacion de lipidos del método organico

-Dispersion de lipidos en un ambiente acuoso

-Liposoma resultante de la purificacion

-Analizar el liposoma manufacturado
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Para lograr una buena sintesis y cumplir con las 4 etapas anteriormente mencionadas
se debe tomar en cuenta las propiedades fisicoquimicas del material, naturaleza del medio en
que se dispersan las vesiculas lipidicas, concentracién y nivel de toxicidad, tamafio,
polidispersidad y vida til de los liposomas para la obtencion de resultados seguros y
eficientes aplicadas a las nuevas tecnologias (68).

Preparacion de vesiculas unilaminares

v Inyeccién de etanol o éter. Los lipidos se disuelven en etanol o éter (disolvente
organico), y se inyectan en una solucion tampon dando lugar a la formacion de
vesiculas unilaminares pequefias (SUV), las que posteriormente se llevan a un
proceso de ultrafiltracion para eliminar los remanentes del disolvente organico

utilizado.

v Didlisis con detergente. Es comlinmente empleada para preparar vesiculas
unilaminares grandes (LUV). Los fosfolipidos se mezclan con el detergente en una
fase acuosa, dando lugar a la formacion de micelas que se someten a un proceso de
dialisis provocando la fusion de micelas ricas en fosfolipidos y la formacién de LUV
(69).
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Preparacion de vesiculas multilaminares

v Hidratacion de fosfolipidos bajo flujo hidrodinamico. Los fosfolipidos de bicapas
apiladas que se encuentran depositadas en un sustrato, se rehidratan bajo fuertes flujos
hidrodindmicos durante un par de horas, resultando vesiculas con tamafio y numero

de capas heterogéneas.

v' Meétodo de esférulas solventes. Se tiene una fase organica compuesta de fosfolipidos
y una fase acuosa que se mezcla durante un periodo de tiempo determinado,
produciendo una emulsién que contiene pequeiias esferulas de solventes que
contienen lipidos. Posteriormente. la fase organica se elimina por evaporacion

favoreciendo la conversion de las esférulas en MLV (70).

3.3 Clasificacion de los liposomas

Dentro de las clasificaciones existentes, la mas ampliamente aceptada es la que los
categoriza segun parametros estructurales como lo son tamafio y nimero de bicapas. Segun
su tamafio se clasifican en liposomas grandes y liposomas pequefios, con didmetros mayores
de 250 nm, e inferiores a 250 nm respectivamente. Con respecto al nUmero de bicapas se
clasifican en; unilamelares y plurilamelares. Los primeros, son aquellos compuestos por una
sola bicapa. En los plurilamelares encontramos los oligolamelares (OLV), compuestos por

dos 0 mas bicapas y los multilamelares (MLV) con muchas bicapas fosfolipidicas (68,71).
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Los liposomas formados por una Unica bicapa de fosfolipidos se subclasifican en
vesiculas unilamelares pequefias (SUV) y grandes (LUV), los cuales se diferencian en el
didmetro, los primeros tienen un tamafio aproximado entre 20-80 nm y los unilamelares
grandes miden entre 100 nm a 1 um. Las SUV dado su tamafio tienen una capacidad de
encapsulacion bajo, por lo que no se recomienda para moléculas hidrosolubles. Por el
contrario, las LUV al tener un elevado volumen del compartimiento interno permite la

encapsulacion de moléculas hidrosolubles con mayor eficacia (72).

Por otra parte, se encuentran las vesiculas plurilamelares conformadas por varias bicapas
fosfolipidicas unilamelares, dando un aspecto de estructura de cebolla por la presentacion de
las bicapas. En este caso, se distinguen 2 tipos, oligolaminares y multilaminares. Las
vesiculas oligolaminares (OLV) se componen de 2 a 10 bicapas de tamafio pequefio con un
rango de 100 nm hasta 1 um y las vesiculas multilaminares (MLV) tienen méas de 10 bicapas
de gran diametro rondando los 500 nm. Estas, generalmente pueden transportar farmacos

acuosos o lipidicos, dependiendo de la naturaleza de esos farmacos (73).
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Figura N° 5. Tipos de liposomas (58)
Tomado de Ruano (2013)
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Clasificacion estructural de

liposomas
\4 \4
Vesiculas Vesiculas
Unilaminares Plurilaminares
v v l v
Vesiculas Vesiculas Vesiculas Vesiculas
unilaminares unilaminares multilaminares oligolaminares
pequefias (SUV) grandes (LUV) (MLV) (OLV)

Figura N° 6. Clasificacion de liposomas segun parametros estructurales

Creada por Y.C. 2020

Es importante tener en cuenta que el tamafio es Util para determinar la vida media de

circulacion de los liposomas y el nimero de bicapas afecta en la cantidad de farmaco que se

va a encapsular. Dentro de las aplicaciones “in vivo”, los liposomas multilaminares son

reconocidos como extrafios por el sistema inmune, siendo una limitante importante para su

uso, sin embargo, al ser administrados junto con un principio activo como adyuvante no

provoca mayores riesgos para el sistema inmune. Por su parte, los liposomas unilamelares

son de facil produccion y funcionalmente mucho mas versatiles y polivalentes sobre todo en

la encapsulacion de principios activos.
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Estas moléculas forman dispersiones coloidales, que corresponden a sistemas
conformados por dos fases; una dispersa (soluto) y una dispersante (solvente). Se definen
como aquellos sistemas en los que un componente se encuentra disperso en otro.
Caracterizadas por la presencia de particulas mayores que las moléculas ordinarias, pero no
lo suficientemente grandes como para ser visibles al microscopio (74).

Ademas, los lipidos pueden contener un grupo esqueleto que sirve de puente entre la
parte polar y apolar, cominmente dicho grupo es glicerol o esfingosina, dando lugar a
glicerolipidos o esfingolipidos respectivamente (75).

Gracias a las caracteristicas de los liposomas, estos mejoran la solubilidad,
biodisponibilidad y estabilidad del activo encapsulado, otorgandole un ambiente intacto y

seguro penetrando directamente en la célula.

Los liposomas se usan principalmente para transportar principios activos de la forma
mas selectiva posible aumentando su eficacia, mejorando la absorcion y penetracion y
prolongando su accion. Y ademas de las aplicaciones de administracion de genes y
medicamentos, se pueden usar como transportadores para la entrega de colorantes a
textiles, pesticidas a plantas, enzimas y suplementos nutricionales a alimentos y cosméticos
a la piel (76,77).
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Tabla N° 3. Cuadro comparativo liposomas
Tomado y adaptado de Akbarzadeh (2013)

Ventajas de liposomas
Biocompatible
Biodegradable

Toxicidad reducida
No inmunogénico
Estabilidad aumentada
Efectos nocivos reducidos

Reduce la exposicion de tejidos sensibles a
drogas toxicas
Protege la droga mediante la encapsulacion

Incrementan la eficacia e indice terapéutico de
los medicamentos

Desventajas de liposomas
Baja solubilidad
Vida media corta

Reacciones de oxidacion e hidrdlisis de los
fosfolipidos
Coste alto de produccion

Tienen la capacidad de eludir los mecanismos de resistencia asociados con la disminucion

de la absorcion o aumento del flujo de salida de los medicamentos de la célula bacteriana,

formacidn de biofilms y localizacion intracelular de las bacterias (78).

Independiente del metodo de fabricacion, este debe ser sencilo, estandarizado,

reproducible y al menor coste posible.
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3.4 Liposomas nanomagnéticos

La ciencia ha vivido una especie de revolucion con el nuevo paradigma ‘“nano”
representado por las disciplinas de nanociencia y nanotecnologia. En torno a esto, los
liposomas se han convertido en una prometedora aplicacion para ser utilizada en
nanomedicina. Los liposomas son vesiculas esféricas formadas por una membrana
compuesta por una doble capa de fosfolipidos (79), que constan de partes hidrosolubles y
liposolubles. Capturan en su interior parte del solvente en que se encuentran suspendidos,
estan hechos, normalmente, de lecitinas obtenidas de soja, yema de huevo y tejido cerebral
(40). Ademas, para aumentar su estabilidad se le pueden agregar lipidos como fosfatidilserina
y fosfatidilglicerol. El tamafio de un liposoma varia entre 20nm — 100 pm, el tipo mas
utilizado para aplicaciones médicas debido a su estabilidad son los liposomas de tipo

unilamelar que miden entre 80 — 200 nm (80).

Los liposomas se clasifican en base al nimero de bicapas; unilaminares y plurilaminares.
los primeros son liposomas formados por una sola bicapa, mientras que los plurilaminares
estan formados por varias bicapas (81). En el interior y el exterior son hidrosolubles y el
interior de la membrana es liposoluble. Las moléculas al interior de un liposoma pueden ser
dirigidas a células especificas, siendo esto una posible respuesta de como llevar
medicamentos a células enfermas disminuyendo los efectos toxicos en células sanas (82), ya
que los liposomas pueden evitar el reconocimiento y destruccién del sistema inmune. Gracias
a su sistema de transporte pueden utilizarse, incluso, en biotecnologia, en casos de terapia
genética para introducir genes de un organismo a otro y junto con su biocompatibilidad con
la membrana celular, son algunas de las razones de su aplicacién en el campo de la cosmética

y farmacéutica como vehiculos transportadores.
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La estructura de los liposomas depende de la naturaleza quimica, longitud y grado de
saturacion de las cadenas hidrocarbonadas presentes (83), ya que son los fosfolipidos su
componente mas importante. Sobre esta estructura basica, principalmente constituida por
fosfatidilcolinas se pueden insertar otros lipidos, proteinas, anticuerpos, biomoléculas
marcadas con isétopos radiactivos, sustancias fluorescentes, etc. (84). Esta versatilidad
estructural le permite al investigador disefiar los liposomas de acuerdo con los objetivos para
los que serdn utilizados, como, por ejemplo, transportar sustancias quimioterapéuticas
anticancerigenas hacia 6rganos especificos, sin que afecten a otros dérganos o tejidos
corporales o ser utilizadas en el estudio de la preservacion de los alimentos como las

bacteriocinas.

En un ensayo colorimétrico reciente, se probo la interaccion de distintas combinaciones
de fosfolipidos con la bacteriocina nisina, ya que esta es la Unica aprobada para ser usada en
la preservacion de alimentos siendo reconocida como GRAS, este ensayo fue en base a
vesiculas de fosfolipidos/polidiacetileno. Las vesiculas fueron sintetizadas usando 4
fosfolipidos diferentes; DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina), DMPC
(dimiristoilfosfatidilcolina), DMPE  (dimiristoilfosfenoetanolamina) y  DMPG
(dimiristoilfosfatidilglicerol) en combinacién con el acido TRCDA (&cido tricosadindico),
estas vesiculas en un comienzo tenian un color azul, pero luego de la interaccidon con nisina
viraban a un color rosado/rojo. Las vesiculas DMPE/TRCDA mostraron un alto porcentaje
de rendimiento o de respuesta colorimétrica después del tratamiento con nisina, por lo que
estas eran las iddneas para realizar estudios posteriores junto con los cribados de las
bacteriocinas. Con respecto a las condiciones de trabajo, solo bastaba con 5 minutos de
incubacion luego de la interaccion vesicula/bacteriocina para obtener una respuesta
colorimétrica significativa, por lo que este ensayo sugiere una alta sensibilidad dando una

respuesta rapida y de facil entendimiento (85,86).
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En relacion con la coloracion de las vesiculas, cuando éstas estaban azules, era un marcador
de polimerizacion de lipidos y sintesis de vesiculas, mientras que cuando se les hizo
interaccionar con nisina a distintos pH, se tornaron de un color rosado (87), por lo que se
concluy6 que, a mayor concentracion de nisina, mayor era la respuesta colorimétrica de la

vesicula.

4. Nanoparticulas en biomedicina

Para el uso del area de biomedicina, es necesario que las particulas magnéticas sean
estables en agua a pH 7 y también en un entorno fisiologico, idealmente estas deben tener
buena calidad cristalina, ser biocompatibles y presentar una uniformidad de forma y tamafio.
La estabilidad del fluido dependera de la carga y la quimica de la superficie (88), que dara
lugar a repulsiones estéricas. Otro factor importante son las dimensiones de las particulas que
deben ser suficientemente pequefas para evitar o enlentecer la precipitacion. Se encuentra
ampliamente reportado que el tamafio, la forma, la tendencia a la agregacion y la carga
superficial de las particulas son determinantes en relacién con su desempefio y eficiencia en
las areas de salud (89). Su importancia radica en el uso para la orientacion magnética ya sean
medicamentos, genes, radiofarmacos, resonancia magnética, en diversas aplicaciones de
diagndstico ya sean inmunoensayos, purificacion de acidos nucleicos, clonacion de genes,
entre otros. Por ejemplo, las nanoparticulas utilizadas por su actividad microbiana tienen una
alta penetrabilidad en las membranas bacterianas, dandoles la capacidad de interrumpir la
formacion de biofilms, siendo ademas buenos portadores de antibiéticos. Ultimamente se han
desarrollado distintas NPMs para demostrar su funcionamiento en estudios in vitro e in vivo
(90,92).
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Figura N° 7. Diferentes aplicaciones biomedicas de nanoparticulas (89)

Tomado de Katz (2016)

Con respecto a la forma de las nanoparticulas, esta depende principalmente de la
concentracion de las especies precursoras. Si la concentracion de los precursores es baja, el
crecimiento es controlado termodinamicamente y la forma de las particulas tiende a ser
esférica con el objetivo de minimizar su energia superficial. Por otro lado, si la concentracion
de los precursores es alta, el crecimiento de las particulas es controlado cinéticamente y los
precursores se unen preferentemente a las caras cristalinas con mayor energia superficial
dando lugar a particulas distintas a la esférica como cubos o tetraedros. El tamafio a su vez
se ve influenciado por el efecto del precursor, disolvente y surfactante (92). La eleccion del
surfactante es importante ya que son los responsables de regular el tamafio y la forma de las
particulas, dentro de los surfactantes mas cominmente empleados se encuentran acido oleico

y la oleilamina (89,90).
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4.1 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) son una entidad fisica cuyo tamafio se
encuentra en la nanoescala y posee un momento magneético neto que comprende la escala
entre 1y 100nm, es decir, son moléculas de tamafio nano (93). Tienen un alto nivel de interés,
ya que son de vital importancia en la actualidad por sus ventajosas propiedades
fisicoquimicas, ademas la relacion de superficie/masa posibilita su utilidad en una variedad
de aplicaciones quimicas, bioldgicas y biomédicas. Son un tipo de particulas que pueden
manipularse utilizando campos magnéticos externos y estan constituidos por; metales,
lipidos, sustancias antimicrobianas naturales, polimeros biodegradables, polimeros a base de
carbono y surfactantes. Por lo tanto, consta de un material/elemento magnético, que
comunmente es hierro, niquel o cobalto, y un componente quimico que tiene funciones
asociadas a propiedades cataliticas o de bioreconocimiento utilizadas ampliamente para
aplicaciones biomédicas, biocataliticas, o proteccion ambiental, entre las principales (94).
Comunmente, estan recubiertas con biopolimeros o capas inorganicas de silice o carbdn,
proporcionando un enfoque versatil con respecto a actividades bioldgicas, y el nucleo
fabricado generalmente con hierro le confiere propiedades magnéticas pudiendo ser
manipuladas a través de un campo magnético externo (95). El recubrimiento previene la
oxidacion de las nanoparticulas, y puede disminuir la toxicidad de los materiales de soporte,
por lo que son esenciales para la reutilizacion del biocatalizador a través de un campo
magnético (96). Lo que permite interactuar e interferir con procesos biolégicos, minimizando
los efectos adversos y abriendo el camino a nuevos posibles paradigmas diagndsticos y
terapéuticos (97). En este sentido, existe una gran variedad de materiales a partir de los cuales

se pueden obtener:

-Metales de transicion puros: Fe, Co, Ni

-Metales y compuestos de tierras raras: sulfuro y 6xido de europio, Gadolinio, Disprosio,
Terbio
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-Oxidos metalicos: Hematita, Maghemita, Magnetita, Wustita

-Aleaciones: Fe-Co, Fe-Ni, Fe-Pt, Co-Pt (98)

A raiz de lo anterior, ha surgido un nuevo concepto denominado
“biofuncionalizacion”, el cual permite que estas particulas tengan una mayor actividad
bioldgica en el reconocimiento de moléculas como ADN, ARN, proteinas y lipidos, es decir,
les confiere cierta especificidad molecular. Por ende, las NPMs biofuncionalizadas permiten
capturar, concentrar y separar magnéticamente células de diferentes muestras, y dado sus
propiedades eléctricas, se emite una sefial de transduccion a través de un biosensor (99). La
magnetita (FesOs) es la nanoparticula mas empleada, debido a su reducida toxicidad, es
sensible a la oxidacion y puede transformarse en maghemita, una de las formas polimdrficas

del Fe20s3, en presencia de oxigeno (100).

Factores influyentes en la actividad biologica de Nanoparticulas

— TN T

Carga superficial Tipo de material Concentracion

Tamafio Forma

Figura N° 8. Factores que influyen en la actividad bioldgica de nanoparticulas

Creada por Y.C. 2020

Mientras menor tamafio tenga la nanoparticula, mejor es la actividad
antimicrobiana; sin embargo, no basta solo con eso ya que el tamafio por si solo no es el
determinante mas relevante, la forma también tiene un rol importante, por ejemplo, para la

destruccion de biofilms de bacterias productoras
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4.2 Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Actualmente elementos como, Au, Ag, Cu, Zn, Ni, Ti, Mn, Al, Si, Fe, CI, Bie Ir se
usan comunmente para sintetizar nanoparticulas. Las condiciones de produccion y reaccién
son cruciales para obtener nanoparticulas deseadas de gran eficacia, para esto se debe
considerar el tamafio, composicion quimica, cristalinidad, forma, parametros que se
controlan por medio de la temperatura, pH, concentracion y modificaciones superficiales
(102).

Para la fabricacion de las nanoparticulas se han establecido 2 enfoques o estrategias

que van de “arriba hacia abajo o Top-Down” y de “abajo hacia arriba o Bottom-Up”.

4 De arriba hacia abajo. Top-Down (métodos fisicos). Se refiere a la
trituracion mecanica del material, basado en principios de tecnologia de
microsistemas usando procesos de molienda. Implica la ruptura de grandes piezas de
material para generar nanoestructuras, en simples palabras, consiste en dividir los

solidos masicos en porciones mas pequefias (102).

4 De abajo hacia arriba. Bottom-Up (métodos quimicos). Las particulas
individuales se ensamblan en nanoestructuras mas grandes, hasta conseguir un
conglomerado de moléculas de tamafio nanométrico. Se fabrican mediante procesos

quimicos, a través de la condensacion de las entidades moleculares (103).
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Figura N° 9. Representacion métodos de sintesis de nanoparticulas
Tomado de Colonia (2017)

Métodos Top-Down

v" Molienda mecanica. Consiste en mezclar los polvos aprovechando la energia

mecanica del molino de material de acero de alta dureza, para efectuar una suerte de

aleacion junto con la reduccion del tamario de la particula, quedando atrapadas entre

las bolas que chocan entre si, favoreciendo la trituracion. La principal ventaja el bajo

coste de produccién de las nanoparticulas, sin embargo, esta técnica implica estrés

térmico y requiere de mucha energia, por lo que un proceso mas largo puede degastar

los medios de molienda, contaminando las particulas (104).



v Condensacién de gas inerte. Se utiliza para la sintesis de nanoparticulas de Fe, Ni, Co
a traves de altas temperaturas de aproximadamente 1500°C, evaporando el metal
utilizado hacia un gas no reaccionante de alta pureza. Al producirse el choque del gas
inerte 0 no reaccionante con los metales, pierden su energia cinética y se condensan
sobre una punta fria en forma de polvo de didmetro tamafio. A raiz de las altas
temperaturas se puede regular la velocidad de evaporacion, que permite obtener

particulas con un nivel bajo de impurezas (105).

En cuanto a las técnicas empleadas para la formacion de NPMs, los 2 métodos mas
establecidos son la co-precipitacion y descomposicion térmica. La co-precipitacion consiste
en la mezcla de sales de hierro en presencia de un medio basico y en ausencia de oxigeno. Se
ha revelado, tras varios estudios, que la técnica de co-precipitacion resulta ser la mas
adecuada para obtener NPMs con mejores propiedades de acuerdo a los requerimientos en
cuanto al futuro empleo de las mismas. Mientras que la descomposicidn térmica consiste en
la preparacion de una mezcla de los reactivos de partida a temperatura ambiente, los cuales
se calientan de forma progresiva, generando la descomposicion de los reactivos y asi formar

nanoparticulas de baja polidispersidad (106).

4.3 Propiedades magnéticas de NPMs

Dependiendo de la respuesta frente a la aplicacion de un campo magnético externo,
los materiales magnéticos pueden clasificarse en; diamagnéticos, paramagnéticos,

ferromagnéticos, antiferromagnéticos, ferrimagnéticos o superparamagnéticos (107).
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Diamagnéticos: Si el solido posee atomos con todos los electrones apareados, es decir, los
atomos tienen sus orbitales completos. Algunos ejemplos son: Ag, Au y la mayoria de los

elementos conocidos (108).

Paramagnéticos: Si el sélido posee dtomos con electrones desapareados Yy las interacciones
entre éstos son debiles y al aplicar un campo magnético externo aparecen dipolos que se
alinean en la direccion y sentido del campo, o sea, los spines tienden a orientarse en el estado
de més baja energia, por lo tanto, en la misma direccién que el campo. En este caso, el
momento magnético es proporcional al campo aplicado. Dentro de este grupo podemos
incluir a materiales constituidos por Ga, Mg, Li, Ta o Cu (109).

Ferromagnético: Cuando las interacciones existentes entre los electrones desapareados de los
atomos vecinos son mas fuertes. Los materiales compuestos por Fe, Ni o Co pertenecen a

esta categoria.

Antiferromagnetico: Es el caso de que todos los momentos magnéticos estén orientados en
la misma direccion, los electrones pueden alinearse antiparalelamente (misma direccion, pero
sentido contrario). Como consecuencia de ello, si el momento magnético se acaba anulando

el sélido se considera antiferromagnético. Se incluyen MnO, CoO, NiO, CuCl

Ferrimagnético: corresponde a cuando el momento magnético resultante no se anula, dentro

de esta categoria, encontramos: Magnetita (MAG, Fez0.) y la Maghemita (MAGH, y-Fe>Oz)

Superparamagnético: Presentan imanacion Unicamente en presencia de un campo magnético

externo, por lo que, una vez que se retira el campo magnético la magnetizacion vuelve a cero
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Los materiales ferri, ferro y antiferromagnéticos tienen un comportamiento
magnético cooperativo, esto para disminuir la energia magnetostatica, es decir, la energia

potencial producida por el campo magnético externo (110,111).

Tabla N° 4. Ventajas y desventajas del uso de nanoparticulas
Creada por Y.C. 2020

Ventajas de nanopatrticulas Desventajas de nanoparticulas
Biocompatibilidad Altamente reactivas
Menor susceptibilidad a resistencia bacteriana Pueden inducir toxicidad sistémica

Pueden ser estimulados de varias maneras

Resistentes a procesos de biodegradacion

Penetran las membranas bacterianas

Mejoran la farmacocinética de los farmacos

Tienen la capacidad de mejorar la eficiencia terapéutica de los farmacos incorporados
y limitar sus efectos adversos permitiendo la mejora de la farmacocinética de los farmacos
poco solubles en agua prolongando su vida media y el tiempo de circulacion. Son susceptibles
a la funcionalizacion y pueden ser estimulados con distintos parametros como temperatura,
pH o campos magnéticos. Ademas, tienen la facultad de penetrar la membrana celular
bacteriana y cruzar barreras que generalmente son no permeables para los agentes
terapéuticos convencionales (112). No obstante, pueden inducir cuadros de toxicidad, y se

consideran reactivas, debido a su alta proporcion de area de superficie a masa, aungue esto
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estd en boga ya que esta relacion facilita una fuerte interaccion con las membranas
microbianas, ejerciendo actividad incluso en dosis minimas, ademas de permitir una

funcionalizacion eficiente de la superficie (113).

Dada la existencia de las distintas clases de bacteriocinas, se ha vuelto muy
complicado tener un protocolo de purificacion estandar, es por esto, que la utilizacion de las
nanoparticulas magnéticas son las idéneas para los procesos de purificacion de los péptidos
antimicrobianos, puesto que al ser un proceso tan metddico y protocolar es necesario el uso
de “materiales” que aporten para lograr una correcta purificacion y posteriores estudios (114).
Actualmente las nanoparticulas son consideradas esenciales para las tecnologias del hoy
debido a sus caracteristicas y propiedades fisico-quimicas y junto con el alcance que tienen
las bacteriocinas son un impacto de gran relevancia para cada una de sus aplicaciones en

biotecnologia (115).
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CONCLUSION

En las Gltimas décadas, la purificacion de proteinas ha sido muy demandada, especialmente
en areas como la biomedicina, biociencia, alimentacién, entre otras. Esto cobra mucha méas
importancia a la hora de trabajar con bacteriocinas, sustancias o péptidos antimicrobianos
producidos por distintas bacterias, principalmente como las BAL, que tienen la capacidad de

inhibir patdgenos u otros microorganismos contaminantes.

Si bien existen diversos métodos convencionales y que aun son utilizados en la purificacion
de proteinas, estos, no dejan de tener ciertas limitantes como lo son protocolos de trabajo
complejos y extensos, baja eficiencia, baja recuperacion y bajo nivel de pureza. La
nanomedicina, 0 mas especificamente, las nanoparticulas se han implantado como la técnica
idonea para la purificacion proteica. La aplicacion de nanoparticulas o particulas a nanoescala
han demostrado ser favorables en base a eficiencia de separacion, selectividad y resolucion
de los productos purificados, obteniendo un tiempo de proceso dptimo para la recuperacion

de producto o proteina purificada.

Las ventajas del uso de NP basadas principalmente en la separacién magnética por afinidad
con la presencia del nicleo superparamagnético (Fes Os4) en las nanoparticulas permite que
sean rapidamente separadas y purificadas por un campo magnético externo. Lo anterior,
reduce las etapas del proceso y por ende, también economiza tiempo y costos. El empleo de
las NPM que portan ligandos de afinidad al momento de realizar el proceso de purificacion,
hace que se eviten tiempos de espera largos y la realizacion de técnicas complejas y costosas.

Ademas, son consideradas amigables con el medio ambiente y de facil acceso.

Si bien a través de estudios se ha demostrado que el uso de NP como técnica purificadora de
proteinas tiene mayor cantidad de ventajas con respecto a los métodos convencionales
(cromatografia principalmente), no basta con lo reportado hasta el momento. Por ello, indagar
e investigar sobre esta técnica nueva, caracterizada por ser eficaz, rapida, de bajo costo y
significativamente favorable, seria interesante dadas sus apreciables ventajas para la

purificacion y el desarrollo de nuevos productos antimicrobianos para los cuales las bacterias
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u otros microorganismos no presentan resistencia. En este sentido es importante ahondar

mucho mas para una mayor informacién y analisis.

Por lo tanto, pese a las ventajas y caracteristicas Unicas anteriormente mencionadas, la
comunidad cientifica aun esté al debe con respecto al tema abordado, ya que al ser un método
nuevo Yy por lo visto muy prometedor para las industrias hay muy poca informacion para

seguir con el entendimiento de esta.
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