Revista de la Sociedad Mexicana de

BioTecnologia
y Bioingenieria A.C.

Ano 2009 Volumen 13 Numero 1

7\ Sociedad Mexicana de
ISSN 0188-4786 b

=) Biotecnologiay Bioingenieria




Revista de la Sociedad Mexicana de

BioTecnologia
y Bioingenieria A.C.

MESA DIRECTIVA

Dra. Maria Luisa Villarreal Ortega
Presidenta

Dr. Alfredo Martinez Jiménez
VicePresidente

Dra. Maricarmen Quirasco Baruch
Secretaria

Dra. Maria Soledad Cérdova Aguilar
Tesorera

Dra. Ana Carmela Ramos Valdivia
Subsecretaria

Dr. Francisco Javier Cervantes Carrillo
Vocal

|.A. Alaide Jiménez Serna
Vocal Estudiante

COORDINADOR EDITORIAL

Lic. Claudia Elydeé Cardefa Medina

FORMACION EDITORIAL

Lic. Claudia Elydeé Cardefa Medina

COMITE EDITORIAL

Dr. Sergio Sanchez Esquivel
Editor en Jefe

Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM

Dr. Luis Bernardo Flores Cotera
CINVESTAV

Dr. Fernando Luis Garcia Carrefo
CIBNOR

Dr. Mariano Gutiérrez Rojas
UAMI

Dra. Romina Rodriguez Sanoja
Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM

Dra. Sara Solis Pereira
Instituto Tecnoldgico de Mérida

DISENO GRAFICO E IMAGEN
Lic. Nayeli Quinto (SODIO NET)

ADSCRIPCIONES Y PUBLICIDAD

Lic. Claudia Elydeé Cardefa Medina
Tel./Fax: (55) 5849 5859
Email: smbiotec@yahoo.com.mx

ISSN 0188-4786, revista cuatrimestral publicada por la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria, A.C. incluida en PERIODICA, indice de Revista Latinoamericanas en Ciencias (CICH-
UNAM). Certificado de Licitud de Titulo en tramite y Certificado de Licitud de Contenido en tramite.
Reserva de derechos de Titulo04-1999-082516265000-101. Los Conceptos que en ella aparecen son
responsabilidad exclusiva de los autores. Se prohibe la reproduccién total o parcial de su contenido
sin previa autorizacion por escrito del Comité editorial. Toda correspondencia debera enviarse a Km.
23.5 Carretera Federal México-Cuernavaca, Av. Cipreses s/n, Col. San Andrés Totoltepec, C.P.
14400, Del. Tlalpan, México, D.F. Tiraje 500 ejemplares.

BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 1


mailto:smbiotec@yahoo.com.mx

Indice

Editorial 4
Instrucciones para autores 7
ARTICULOS

Desarrollo de un Sistema Semi-paralelo de 16 Electrodos
para la Deteccion de Tejidos Cancerosos en Modelos
Eléctricos Empleando Métodos de Impedancimetria 23

Microorganismos y Virus: Herramientas Clave para el
Desarrollo de Vacunas 37

Estudio de la Conservacion del Aceite de Amaranto
Utilizando Diversos Antioxidantes 41

BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 1 3



Editorial

LA COMUNIDAD CIENTIFICA SE CUBRE
DE LUTO E INDIGNACION.

Enrigue Galindo Fentanes y Agustin Lopez Munguia
Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México

El martes 27 de enero parecia un dia comun y corriente en la vida del Doctor
Christopher Augur. Se encontraba una vez mas en su querido México, en la UAM
|ztapalapa en la que trabajé por mas de 8 anos comisionado por el IRD (Instituto de
Investigaciones para el Desarrollo) un organismo francés para la investigacion, y
entre sus entrafables colegas del Departamento de Biotecnologia de la UAM
Iztapalapa con los que desde 1996 habia establecido una relacion de trabajo
académico, de ese que no solo permite publicar articulos cientificos, sino al mismo
tiempo entusiasmar a los estudiantes y entrenarlos en el uso del conocimiento
cientifico en la soluciéon de problemas apremiantes de diversos sectores del pais.
Dentro de los diversos proyectos que Christopher abordd, destaca el del
procesamiento del café y mas recientemente el de la problematica que representa el
crecimiento descontrolado del lirio acuatico, el quinto problema mas grave a escala
global en materia de gestion de agua.

Crear un grupo de investigacion, proveerlo de infraestructura y consolidarlo con un
conjunto de académicos suficientemente bien preparados como para poder contribuir
al desarrollo de un tema particular de la ciencia, es una labor que toma anos y
muchos esfuerzos, aun en los casos en los que existe un decidido apoyo a nivel
nacional. No hay muchos de estos en nuestro pais, aunque ese no es el tema de
esta nota. El hecho es que los hay, y que cuando estos grupos estan comprometidos
en la formacion de recursos humanos y al mismo tiempo en abordar problemas de
relevancia nacional, se crean condiciones idéneas para que espiritus como el de
Christopher Augur florezcan. Es el caso de la comunidad biotecnolégica de la UAM
|ztapalapa donde Christopher se encontré con una herramienta: los procesos
microbianos en medio solido como tema central de investigacion aplicada; encontro
estudiantes avidos de conocimiento y de deseos de contribuir a mejorar las
condiciones de su pais, y finalmente encontré colegas, que en muchos casos fueron
también amigos, amigos que abrieron espacios para que la colaboracién
trascendiera lo académico y se convirtiera también en una red de complicidades para
trabajar por los demas, y haciéndolo, ¢ por qué no?, disfrutando la vida. Christopher
era un académico que amaba su trabajo como amaba la buena cocina, el buen vino y
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el mejor ingrediente para ambos, el compartirlo con los amigos. Como un reflejo de
su personalidad y su amor por la naturaleza, bastaria con destacar su pasion por las
orquideas.

Christopher nacié en 1960 en la ciudad de Jhasi, en la India; de ascendencia
angloindia, crecio y se educo en Francia, pais del que era ciudadano. En su tesis de
doctorado trabajo sobre azucares complejos que sirven de sefial a las plantas para
defenderse de infecciones microbianas, esto en el Centro de Investigacion sobre
Carbohidratos Complejos, afiliado a la Universidad de Georgia, en el campus de
Atenas. Camind por todo el mundo, Japén, la India, Australia, Holanda, Israel, Brasil,
EUA, y desde luego México, donde desarroll6 mas de la mitad de su obra cientifica,
trabajando sobre catalizadores bioldgicos, fermentacion sdlida, procesamiento del
café, y en plantas del desierto de Coahuila, siempre estableciendo redes de
colaboracion con colegas, pero también aprendiendo recetas y degustando vinos.

El martes 27 de enero, los pasos de Christopher se cruzaron con otra red. Una
red de maldad y de ignominia, de esas que se han establecido en nuestro pais; de
esas que no construyen, sino arrebatan. Arrebatan vidas, lo mismo de nifios, de
ancianos que de cientificos, aprovechando su fragilidad, nuestra fragilidad. El
individuo que dispar6 a Christopher, cuyo nombre no amerita ser citado en este
espacio, fue detenido unos dias después. Eso parece. Qué bien por la justicia; pero
minimo consuelo ante tan descomunal pérdida. Minimo consuelo para su
companera, sus familiares, sus estudiantes, sus amigos y sus colegas, y para sus
orquideas. El Dr. Gustavo Viniegra le daba un adiés en una sentida ceremonia el
pasado martes 3 de febrero en la UAM Iztapalapa, un adiés centrado en la
descripcion de su caracter y de su obra cientifica. Christopher, sefalaba Gustavo,
era de caracter jovial, de excelente buen humor y de mirada inquieta a la vez que
tierna, de temperamento fuerte y decidido; veraz y honesto. Todo esto resuelto en
sonrisas. Ya descansa en paz en Beaugency, una bella regién del centro de Francia,
a las orillas del Loira y cerca de sus seres queridos, a quienes abrazamos en su
desconsuelo.

Aun leyendo estas lineas, el individuo que cegd su vida, no seria capaz de
imaginarse lo que destruyd. No sabe como es una orquidea, ni tampoco le debe
preocupar el problema que representa el lirio acuatico o la contaminacion ambiental;
imposible imaginarlo reflexionando sobre como mejorar la vida de quienes trabajan
en el procesamiento del café en México o en Centroamérica. Le debe parecer
incomprensible que alguien dedique su vida a educar a los demas, que sea
generoso, ofrezca su morada, comparta sus alimentos, y sus flores. Quienes lo
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conocieron saben que en el colmo de las paradojas, Christopher, o “La Fundacion
Augur” como él solia decir habria compartido con su verdugo, en otras
circunstancias, los billetes que le costaron la vida. EIl atroz homicida tampoco es
capaz de imaginar lo que sus balas no pueden destruir. Esto, entre una infinidad de
cosas mas, es su desgracia. Acabod con la fragil existencia de Christopher Augur,
pero no con su espiritu, al que por el contrario, engrandecio; nos hizo cerrar filas,
renovar afectos y solidaridades; agregdé entusiasmo a las generaciones de
estudiantes que formé para seguir su ejemplo y para no claudicar ante la desgracia y
el sin sentido de acciones como esta. En todos los que fueron cercanos a su
corazon, se aloja ya una dulce melancolia que acompafara sus vidas cada vez que
encuentren la sonrisa de Christopher dispersa entre los colores y las caprichosas
formas de las orquideas.

Pero es importante concluir sefialando que en el espiritu de nuestra comunidad
hay también una infinita indignacion. La mesa Directiva y los ex-presidentes de la
Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, pagaron una insercion para
poder decirle al pais a través de la prensa: jya basta! “No permitamos que nos
roben la esperanza de poner el saber al servicio de todos. La comunidad
cientifica relacionada con la Biotecnologia, agremiada en su mayoria en esta
asociacion, se une al reclamo de las muchas voces de la sociedad mexicana
gue se han levantado y esperan que se detengan tantos agravios criminales
gue se sufren en nuestro pais”.

Los miembros de la comunidad cientifica agrupados en la Academia de Ciencia de
Morelos, nos unimos a este reclamo y a las numerosas voces que en este pais
buscan poner un freno a la impunidad y a la violencia. Estamos comprometidos en la
construccion de una sociedad donde prevalezca la verdad y la justicia, una sociedad
basada en valores y conocimiento, trabajando cotidianamente con lo mas noble de
ella: su juventud. Nos solidarizamos también con nuestros colegas de la UAM
|ztapalapa y les enviamos un fraternal abrazo. El espiritu de Christopher Augur
contribuira sin duda a darnos animo en esta tarea y permanecera entre nosotros en

esa su “Casa Abierta al Tiempo”.

Texto publicado en el diario La Unién de Morelos de Cuernavaca, Mor. el lunes 16 de febrero de
2009 (Afo 15 No. 5446), como un mensaje de la Academia de Ciencias de Morelos A.C.
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Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original asi como de revision en los campos de la
biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision por al menos dos
miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacién de aceptacion para ser
publicados.

Los idiomas de la revista son el Espafiol y el Inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafo carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados a
todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada lado.
Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Se recomienda que los trabajos completos tengan entre 5y 15 paginas (de 1000 a 4000 palabras)
escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las publicaciones de
trabajos originales y revisiones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de tiempo (h,
min, s), de volumen (I, ml, ul), de peso (kg, g, mg, ug), DNA, RNA y otras comunmente aceptadas en
la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que cultivan
la biotecnologia y la bioingenieria, desde sus aspectos fundamentales hasta las aplicaciones de los
mismos, incluyendo: microbiologia, bioquimica y biologia molecular, procesos y proyectos, asi como
biotecnologia marina y biotecnologia aplicada a la salud, alimentos, agricultura, veterinaria, enzimas y
ambiente.

Los trabajos de investigacion original seran divididos en las siguientes secciones: Introduccion,
Materiales y métodos, Resultados, Discusion, Referencias y Agradecimientos. Las secciones de
Resultados y Discusidon pueden presentarse combinadas.

Los trabajos de revision incluiran el tema y subtemas que a juicio de los autores sean necesarios
para la mejor presentacion de la informacion. Estos trabajos pueden cubrir los siguientes contenidos:

1. . Qué es y para qué sirve la Biotecnologia?. Es decir: descripciones que ilustren y divulguen los
distintos campos de la biotecnologia, sus alcances vy limitaciones, su historia y sus
perspectivas.

2. Las fronteras de la biotecnologia: revisiones de nuevos campos 0 nuevas aplicaciones de la
biotecnologia. Por ejemplo: las perspectivas del uso de los genomas para el desarrollo de
nuevas drogas o para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las perspectivas de la
genomica (estudio sistematico de los genes y sus aplicaciones), la proteémica (prediccién de
la expresién de los genes en proteinas funcionales) y la fendmica (prediccion de fenotipos o
conductas de los organismos, en base a sus genes y a sus proteinas). El uso de la ingenieria
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genética para hacer ingenieria metabdlica. Los nuevos tipos de reactores biologicos y los
fenédmenos de transporte implicados. Los nuevos esquemas de reaccion, separacion y control
en procesos biotecnoldgicos.

3. Aplicaciones de la Biotecnologia para resolver problemas o atender necesidades de la

sociedad, con especial atencién a sus aplicaciones ya vigentes en México. Esta seccion sera
dedicada a una empresa o institucién (publica o privada) que desee difundir los logros
obtenidos en algun campo de la biotecnologia. Por ejemplo: empresas productoras de
antibidticos o productos biolégicos, empresas de ingenieria ambiental que usen procesos
biotecnolégicos, empresas agropecuarias, forestales o de acuacultura que usen tecnologias
biolégicas avanzadas, o empresas de transformaciéon de alimentos que utilicen enzimas,
cultivos de microorganismos, etc. Esta lista es indicativa pero no exhaustiva.

4. Problemas de bioseguridad, bioética y biodiversidad relacionados con las aplicaciones de la

biotecnologia a la sociedad. Por ejemplo: andlisis y comentarios sobre los debates acerca del
uso de semillas transgénicas, los problemas de conservacién y explotacion de la biodiversidad
mediante la biotecnologia, los riesgos del uso de organismos transgénicos en diversos
campos de la industria, los problemas de bioseguridad del uso de antibidticos y otros
productos biotecnoldgicos.

5. La educacion, la cultura y la difusién tecnoldgica en relacion con la biotecnologia. Por ejemplo:

comentarios de planes y programas, de estilos y necesidades de la ensefanza, del enfoque
interdisciplinario, en carreras o planes de estudio directamente ligados con la biotecnologia.
También necesidades y modalidades sobre programas de extension educativa para la
industria, para el publico consumidor o para grupos selectos de personas interesadas en la
biotecnologia (politicos, funcionarios de empresas, lideres de opinién). El uso de la informatica
en la difusiéon de la biotecnologia, y en general, el analisis de necesidades, métodos y
alternativas para difundir los conocimientos de la biotecnologia.

6. Oportunidades y propuestas para mejorar la cooperacion y el desarrollo biotecnoldgicos. Por

ejemplo: Analisis de las oportunidades vigentes de intercambio académico o comercial en
biotecnologia. Propuestas de nuevas formas de cooperacion entre los sectores de
investigacién y la industria biotecnolégica. Analisis y propuestas del uso 6ptimo de recursos
humanos, financieros o materiales para mejorar la cooperacién o el desarrollo de la
biotecnologia. En esta seccion se dara espacio a los analisis, criticas o propuestas de los
aspectos legales y fiscales que afecten e incluso puedan mejorar el desarrollo de la
biotecnologia en México. Tales como: la propiedad industrial, el régimen fiscal de las
empresas, el costo del desarrollo biotecnolégico y los subsidios o estimulos econémicos para
el desarrollo de la biotecnologia.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberan apegarse al siguiente
formato:

1. El titulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente pero de
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tamano 14. El titulo debera estar centrado.

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los nombres de
los participantes deberan estar centrados, sefalando con un asterisco el autor responsable
de la publicacidn. En el siguiente rengldn con letra itdlica Arial del mismo tamafio, se incluir
la direccion postal de la institucion de adscripcion de los autores, asi como el e-mail del
autor corresponsal.

3. Se debera afadir un Resumen de no mas de 250 palabras en Espafol y un Abstract en
Inglés de tamafio similar.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de
datos. Estas palabras deberan de incluirse en Espafiol y en Inglés (Key words:).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente de tamafio 10. Después en el siguiente renglén se
iniciara el texto descriptivo usando letra Arial o equivalente de tamafo 10. El texto debera
ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un renglén
al inicio de una seccidén o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse en
letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de aparicién en el
texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el
trabajo de edicion, se recomienda indicar la ubicacion de las mismas en el momento en que
son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo
explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan
designar como figuras. La impresion de las figuras e imagenes se hara en blanco y negro,
por lo que se recomienda que muestren un buen contraste, en especial las figuras con
varias lineas. Segun el orden de aparicion en el texto, las tablas también se numeraran con
arabigos ubicados en la parte superior de las mismas e incluiran un breve titulo explicativo.
Las notas en las tablas deberan ser indicadas con letras minusculas en superindice. La
ubicacion de las tablas sera sefialada en el texto pero se anexaran en hojas separadas
después de las Referencias.

7. La informacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar con
facilidad a tal fuente de informacién original, si ello fuera necesario. En el texto del trabajo,
las referencias se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez &
Garcia (1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999)
han demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado....” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han
mostrado...” Si la cita es es una pagina de Internet, ésta debera ponerse completa entre
paréntesis directamente en el texto donde se mencione. La lista de Referencias se debera
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escribir con el mismo tipo de letra del texto principal (Arial tamafio 10) de acuerdo al
siguiente formato:

Para revistas:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of
hemocyanin in whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of
catalytic properties, and role in postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-
6459.

Para libros y capitulos de libros:
(Libro)

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends.
Horizon Scientific Press, Norwich.

(Capitulo de libro)

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary
metabolites. /n: Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation,
and Cell Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ.
pp. 396-458.

Para patentes:
Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from

the marine actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Para congresos y reuniones: Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo.

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH 'y
temperatura del Complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de
Aspergillus HL. XII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich.
México. OllI-12.

Para citas provenientes de internet: Se aceptara un maximo de dos citas de este
tipo.

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening
Matrix and Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:
http.//www.epa.gov/tio/ remed.htm.

Revistas electrénicas:
Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger

disclosed by comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.

Para tesis de pre y posgrado:
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Cardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis
heterantha para la Produccion de safranal. Tesis de Maestra en Ciencias Bioquimicas.
Universidad Nacional Autbnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precisién de las citas que emplea. Las citas de internet,
congresos y reuniones, deberan evitarse al maximo.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta de
cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria AC pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacion y
difusion de la actividad cientifica y tecnoldgica. En ningun caso, dichos derechos afectan la propiedad
intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo con fines no
lucrativos.

Los trabajos solamente se reciben via correo electrénico en la direccion smbiotec@yahoo.com.mx
Al momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal, por lo que se pide incluir
una direccion de correo electronico para este fin, asi como para mantener comunicacion con el editor

sobre la evolucion de la revision y sobre la aceptacion del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccion. En esta
condicién no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la aprobacion del
editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicara en linea y podra ser consultado en
la pagina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/ La
publicacién en linea precedera a la publicacion impresa.
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Articulos

Desarrollo de un Sistema Semi-paralelo de 16 Electrodos para la
Deteccion de Tejidos Cancerosos en Modelos Eléctricos
Empleando Métodos de Impedancimetria

Mario Castro *', Miguel Angel Aguillén ', Adrian Martinez 2.

"L aboratorio de Bioingenieria, 2| aboratorio de Neurofisiologia, Direccion de
Investigaciones en Neurociencias del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramoén de la
Fuente Muniz”, Calzada México-Xochimilco No. 101, Col. San Lorenzo Huipulco,
Tlalpan, México, D.F., C.P. 14370. E-mail: castrog@imp.edu.mx

Palabras clave: impedancia, semi-paralelo, fantom, inyeccién polar.
RESUMEN

Se ha desarrollado un sistema semi-paralelo de 16 electrodos para la deteccién de tejidos
cancerosos en modelos eléctricos (fantom) empleando métodos de impedancimetria, con el objetivo
de tener un método de diagndstico no invasivo, sencillo de utilizar y de bajo costo. Este sistema
consta de un generador de onda sinusoidal a 100 kHz. y una fuente de corriente constante de 1.5
mA., que es conmutada a 16 electrodos de inyeccién, en varios modelos que fueron construidos,
basados en las propiedades eléctricas de tejidos biolégicos, uno simula un tejido completamente sano
(homogéneo) y en otro fueron introducidos cambios en su impedancia simulando areas cancerosas
(heterogéneo). La reconstruccién se realizé por medio del método de retroproyeccion y visualizadas
con el sistema de procesamiento de datos Khoros a través de Cantata, un lenguaje visual de flujo de
datos expresado graficamente, el cual provee un ambiente de programacioén visual dentro del sistema
Khoros. Nuestros resultados muestran que la mejor estrategia es la de inyeccién polar y tomando
2000 muestras de cada punto de adquisicién para su amplificacion, rectificacion y conversion A/D,
formandose asi una matriz de 16x16 para la reconstruccion de la imagen. Se visualizaron cada uno de
los modelos en distintos mapas de colores para una comparaciéon con sus respectivos modelos
fisicos.

Key words: impedance, semi-parallel, fantom, polar injection.
ABSTRACT

A semi-parallel system of 16 electrodes for the cancerous tissues detection in electrical models
(fantom) has been developed using impedancimetry methods, like method of alternative diagnosis no-
invasive, simple to use and of low cost. This system consists of a generator of sine wave to 100 kHz.
With a source of constant current of 1.5 mA., that is exchanged to 16 electrodes of injection, in several
models that were constructed, based on the electrical biological weave properties, one simulates a
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healthy weave completely (homogenous) and in another one cancerous areas were introduced
changes in their impedance simulating (heterogenous). The reconstruction was processed by the
method of backprojection and visualized with the system of data processing Khoros through Cantata, a
visual language of data flow expressed graphically, which provides an atmosphere with visual
programming within the Khoros system. Our results show that the best strategy is of polar injection and
taking 2000 samples from each point of acquisition, for its later amplification, rectification and
conversion A/D, forming therefore a matrix of 16x16 for the reconstruction of the image. Each one of
the models in different color maps for a later comparison with their respective physical models were

visualized.

INTRODUCCION

La impedancimetria o la Tomografia por
Impedancia Eléctrica (TIE) es una técnica para
formar imagenes del interior de un objeto o del
cuerpo, basado en mediciones hechas por
electrodos colocados en la superficie del
mismo. Pequefias corrientes eléctricas son
aplicadas al objeto en estudio a través de un
arreglo de electrodos, estos son utilizados en
la medicion de voltaje. Algoritmos
computacionales son usados para la
reconstruccion de imagenes sobre la
distribucién de las impedancias eléctricas del
interior del mismo. Debido a que los diversos
6érganos de nuestro cuerpo estan conformados
por distintas propiedades eléctricas, las
imagenes resultantes a partir de las
impedancias internas del mismo pueden
permitirnos hacer un andlisis  anatémico,
ademas de que algunos tejidos varian su
impedancia de acuerdo con su funcionalidad.
Estos tipos de cambios en las propiedades
eléctricas pueden dar informaciéon sobre la
funcién de un 6rgano, tal como lo puede ser el
bombeo de sangre del corazon.

Las imagenes creadas por TIE son de baja
definicion y reproducen pequefios detalles
anatémicos. Esto es porque el problema de
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resolucién en TIE es considerablemente mas
complejo y dificil, que la reconstrucciéon de
imagenes por resonancia magnética, por rayos
X, etc. Larazon de esta complejidad es el flujo
de corrientes que atraviesan el cuerpo por
muchas rutas, ademas de que la densidad de
corriente fluye por la ruta de menor
impedancia. Por lo tanto los algoritmos de
reconstruccion deben de considerar estas
rutas de corrientes como desconocidas. A
pesar de estas dificultades se reconocen las
imagenes formadas, y estudios clinicos han ido
determinando lo conveniente de la técnica.
Comparandolo con otras técnicas de obtencion
de imagenes médicas, TIE ofrece varias
instrumentos son ligeros,
portatiles y pueden ser usados a un lado de la
cama, es relativamente barato y no requiere
habilidades especiales por parte del operador.
La impedancia eléctrica es una modalidad que
ofrece informacién que no esta disponible por
las otras técnicas, como lo es el conocimiento
de la impedancia de tejidos especificos.

ventajas: los

El objetivo general de este trabajo es la
obtencién de un prototipo para la Tomografia
por Impedancia Eléctrica (TIE) de uso en la
deteccion de tejidos dafiados (cancerosos) y
que se disponga de un documento de
referencia para plantear otras alternativas.

13



Articulos

Analisis de estructuras eléctricas sencillas

El primer objeto que analizamos es el
disco conductor por adaptarse a la geometria
que se pretende medir al hacer una tomografia
de impedancias. De hecho, un cilindro se
adapta mucho mejor a la situacion real de
medidas en seres humanos, pero la
complejidad es un poco mayor (Barber &
Brown, 1986, Barber & Seagar, 1987, Gisser et
al., 1987, Seagar et al., 1987). Pero se realiza
una aplicacién algebraica para el caso
homogéneo, comparandolo posteriormente con
un caso sencillo no homogéneo.

La solucion algebraica obtenida por el
método de separacion de variables para un
disco conductor de radio R, y conductividad oy,
cuando la inyeccion de corriente a lo largo de
toda la periferia I(6) es antisimétrica respecto
al eje X'es (Fig. 1):

@(r,0) = Y C,r"sennd

n=1

(1)

Y
|
p
Ro
0
X
&J—I(O)

Fig. 1. Disco conductor

(0)

Los coeficientes C, estan determinados

por las condiciones de contorno a través de:
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6, 2Dy

)

Para =Rp siendo n la normal a la
superficie.

Si desarrollamos /(6) en serie de Fourier, y
como se ha impuesto la condicion de simetria

respecto a 6=0, se obtiene:

—aoicnnR”’lsennG: i I, senn@

n=1 n=1

()

Donde:

I, :ETI(Q)sen(nH)dH
7 0

(4)

Por lo cual

o
n O_Oan—l

®)

Siendo la solucidn para el potencial:

0

(r,0) = ZL

n-1
= o,NR

(6)

senn@

Los voltajes en la periferia vendran

dados por:
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= | R
V(0) = 4(R,.0) = D .—"—>sennd
1 o.N

0

(7)

Cuando el disco incluye una zona central
de conductividad distinta (Fig. 2), es facil
deducir, por el método de separacion de
variables e imponiendo las condiciones de
contorno en la frontera entre los dos medios de
distinta conductividad, por lo tanto, Ila
expresion del potencial en el contorno es:

Y

1(6)

Fig. 2. Disco conductor con una zona central
de distinta conductividad.

=1 R 1+,uR2n
V(0)=4¢(R ,0)=)> ——"——sennd
(0= 9(R,,0) =22 = o
(8)
Donde:
"R 'U_C+1 e ®)

A partir de estas dos ecuaciones del
potencial en el contorno (8, 9) se puede
observar que la informacion estructural es la
contenida en la expresion:

La ecuacién (8) la podemos interpretar
como el producto de la transformada de
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Fourier angular de la corriente por la
informacion “estructural’. Al considerar la
periodicidad angular de las corrientes en la
periferia, la transformada es una serie discreta.

En la ecuacion (10), al ser R < 1 la
alteracion mas importante del potencial de
contorno se dara n=1, que puede interpretarse
como la frecuencia angular fundamental de la
inyeccién de corriente establecida por las
condiciones de contorno.

Obsérvese que para un caso tan sencillo
como éste, para conocer cual es el radio y la
conductividad de la zona central es necesario
poder medir, como minimo, el efecto para dos
de las componentes de la frecuencia angular
(n=1, n=2).

Cuando la inyeccion de corriente se realiza
a través de dos electrodos puntuales, se puede
resolver el problema directo utilizando una
transformacion conforme (Barber & Seagar,
1987). Para un disco tangencial al eje X e
inyeccién de corriente por los puntos de la
abcisa x=a y x=-a, la transformacion
apropiada, para pasar del plano x-y al u-v, es:

In(x+ jy+a)+ In(x+ jy—a)
2a
(11)

u+ jv=

Cuando a tiende a cero, electrodos
infinitamente juntos, la transformacion es: u +
jv = 1/(x + jy). Esta transformacion es utilizada
frecuentemente, por su sencillez, para obtener
la solucion del problema directo (Rosell J,
1989).

MATERIALES Y METODOS

Desarrollo electronico
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La parte basica del sistema esta integrado
por el circuito ICL8038 de INTERSIL, el cual
genera una senal sinusoidal de 100 kHz.,
capaz de proporcionar una corriente maxima
efectiva de 1.5 mA. En nuestro caso soélo
aplicamos 800 pA. que es controlada por una
fuente de corriente constante, la cual es
demultiplexada a través de dos circuitos de
1:16 canales analégicos (CD4067B-Texas
Instruments), posteriormente adquirir los
voltajes desarrollados. El software que
tenemos nos provee de un control total de los
puntos de inyeccién, permitiéndonos inyectar
esta corriente de diferentes maneras: método
polar, método de los vecinos, entre otras.

Fantom: modelos de simulacion

En este trabajo se incluye el desarrollo de
dos modelos que simulan las propiedades
eléctricas de tejidos sanos y cancerosos,
RC de montaje de
superficie (Kejariwal & Kaster, 1993). Cada
una de las ramas que componen el modelo de
tejido, esta formado por un elemento resistivo y
un elemento capacitivo conectados en forma
paralela (RC), tal como se muestra en la Fig. 3.

utilizando circuitos

ACERCAMIENTO DE UN"ELEMENTO"

DEL TEJIDO MORMAL DE MAMA

Fig. 3. Modelo de prueba.
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Se construyd un modelo totalmente
homogéneo, como el que se muestra en la
figura 4a. Este modelo consta de 256
elementos triangulares, los cuales tienen los
mismos valores RC en toda el é&rea del
modelo. Cada uno de estos elementos
triangulares forman el 0.39% del area total del

modelo.

Asi mismo se construy6 otro modelo en el
cual se introdujeron cambios en los valores RC
en ftres areas distintas, como se puede
apreciar en la Fig. 4b. El area que representa
una de estas tres partes es del 2.34 % del area
total del modelo.

Fig. 4. En (a) se muestra el modelo
homogéneo y en (b) el modelo heterogéneo

Rectificacion y condicionamiento de sefiales

La rectificacion y condicionamientos de las
sefales fueron hechas en paralelo por medio
de 16 amplificadores (LF347 National
Instrument) y de 16 rectificadores de media
onda que detectan, amplifican y rectifican los
voltajes en todos los puntos de medicion.
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Conversion A/D

Para realizar la conversion A/D, se utilizd
una tarjeta comercial (PCL-812PG) con 12 bits
de resolucién y un tiempo de conversion de 35
ps. El promedio de muestras fue de 2000 por
cada punto de lectura a una velocidad de
muestre de 16 kHz. El sistema eléctrico
completo se muestra en la Fig. 5.

Fig. 5. Sistema eléctrico semi-paralelo

Adquisicién, procesado y presentaciéon de
datos

De acuerdo a las
especificaciones:

siguientes

Senal de entrada:
- Sefiales de corriente continua (C.D.)
- Rango de voltaje de 0-10 Voltios.
- Nivel de ruido: 12mV p-p.
No. de canales: 16
Método de inyeccién de corriente: Polar

Método de lectura de voltaje: Referencial
(sentido anti-horario)

BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 1
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Se programoé un algoritmo que controla la
seleccion del par de electrodos que inyectan la
sefial de corriente constante en los 16 pares
posibles, para proceder a la adquisicion
secuencial de los voltajes en los puntos de
colocacioén de los electrodos.

Usando los 16 canales analdgicos de
entrada y configurando la tarjeta (PCL812) se
logré una adquisicion A/D a 16 KHz. de
muestreo por canal para la medicién de los
potenciales en los electrodos de adquisicion.
Ademas de utilizar y programar 4 salidas
digitales para seleccionar el canal de drenado
de corriente y 4 salidas digitales mas para
seleccionar el canal de inyeccion de corriente.

Método de reconstruccion

El objetivo del método de reconstruccion es
obtener una distribucion de impedancia, en la
seccion del cuerpo que se esta estudiando,
que sea coherente con las medidas realizadas.
En principio hay una limitacion tedrica: sélo se
dispone de M medidas y no existe ningun
conocimiento previo del objeto, por lo que se
podra estimar M variables independientes. Si
N es el nimero de electrodos, las medidas
independientes seran: N*(N-1)/2, ya que de
todas las agrupaciones posibles de los N
electrodos en pares (N*(N-1)) solo son
independientes la mitad, segun se desprende
del teorema de la reciprocidad (Lehr, 1972).

Por ejemplo, para 16 electrodos el numero
de medidas independientes posibles es de
120, por lo cual solo se podria conocer la
conductividad de 120 subdivisiones del objeto
(pixels). Ademas, para el caso de inyeccion
por electrodos adyacentes, hay dos medidas
que son a dos hilos y se desprecian.
cual, las medidas independientes seran 104.
Esta limitacion generalmente se supera gracias
un conocimiento previo del objeto, como por

Por lo
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ejemplo el hecho de que no existan cambios
bruscos de impedancia o se aleje lo menos
posible de una distribucién uniforme.

Meétodos de retroproyeccion

El método de retroproyeccion entre lineas
equipotenciales (Barber & Brown, 1987) se
basa en la aproximacién lineal de la ecuacion
de Poisson para pequefas variaciones de la
resistividad respecto a wuna distribucion
conocida. El sistema lineal es el siguiente:

V?Up = VR-VUU
(12)

Donde Up es el potencial conocido para la
conductividad inicial. Uu es la perturbacion
de este potencial y R es el logaritmo neperiano
de la conductividad. El problema de este
método es que solo se conoce el gradiente del
potencial (VUU ) en la superficie. La cantidad
que se retroproyecta entre cada par de
electrodos siguiendo la zona equipotencial esta
definida por (ver Fig. 6a):

Fig. 6. Métodos de retroproyeccion: (a) lineas
equipotenciales y (b) lineas de corriente
(Barber et al., 1987).

Ao =log(Uu/Up)
(13)
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La reconstruccion por retroproyeccién es
muy rapida pues no requiere de gran potencia
de célculo. Existe una mejora de este método
basado en una iteracion a partir del error de
reconstruccion, calculado mediante la matriz
de sensibilidades (Santosa & Vogelius, 1988).

Algoritmo

Posterior a la configuracion de la tarjeta, el
procedimiento de control de seleccion,
activacion de los canales de inyeccion y
adquisicion de los potenciales a medir, se
organiz6 una estructura iterativa en donde
cada iteracion realiza los siguientes procesos:

a) Seleccion de los electrodos de
inyeccién de corriente mediante el uso de
las primeras 8 salidas digitales, que estan
a su vez conectadas a los multiplexores
analégicos del prototipo.

b) Pausa de tiempo de 450
milisegundos para esperar a que
desaparezca el transitorio debido a la
conexion de la fuente de corriente con el
modelo eléctrico de prueba.

c) Inicio el proceso de adquisicién de los
potenciales referenciales en los 16
electrodos (sentido anti-horario), a una
tasa de muestreo de 16 kHz. por cada
canal a la vez.

d) Filtrado de ruido. Para minimizar el
ruido que contiene la sefial, se toma un
total de 2000 muestras por punto de
lectura (electrodo), para la obtencion del
promedio aritmético de las mismas y al
final poder convertir a su correspondiente
valor de voltaje.

e) Por ultimo los 256 datos de voltaje
filtrado se registran en un archivo ASCII
agrupados a manera de una matriz de

18



Articulos

tamafio 16x16 para pasar a su analisis y
reconstruccion.

El algoritmo fue programado en C++ y esta
constituido de 3 funciones importantes: 1)
funcién principal de control general, 2) funcién
de configuracion de la tarjeta y 3) funciéon de
control de inyeccién y adquisicion las sefiales.

Tabla 1. Datos adquiridos de voltaje que forma una matriz de 16X16.

Estructura de datos

Las medidas adquiridas se almacenan en
matrices de 16x16 enteros (Tabla 1). Las filas
corresponden a cada una de las inyecciones
efectuadas y las columnas a las salidas de los
electrodos de deteccién de voltaje en los 16
electrodos. De estas matrices, se generan
todos los datos: valores a retroproyectar para
la reconstruccion de la imagen.

9.996 |5.6744 |3.4118 [2.3158 [1.9021 [{1.3648 [1.1182 |0.8705

0.2961

0.8193 ]1.1015 |1.4043 |1.6560 |2.2721 [3.3206 [6.1369

7.0613 19.996 |7.2219 [4.4863 [3.4075 [2.4472 |1.9979 |1.7470

1.7501

0.3463 |1.4181 |1.8067 |1.9931 [2.4178 [3.0076 {4.2730

4.2845 [7.3776 [9.996 [8.0519 |4.5770 |2.9766 |2.2679 |1.8711

1.9286

1.3649 [0.7219 [1.3368 [1.5775 [1.9147 |2.3093 |3.0294

2.9755 14.5035 |7.9844 [9.996 [7.3824 [4.1049 [2.8455 |2.1707

2.0881

1.5761 |1.1951 [0.8199 [1.1615 [1.5405 [1.8332 |2.2682

2.6015 |3.5468 |4.7612 [7.6025 [9.996 [7.4536 |4.5339 |3.2399

2.8616

2.1864 |1.8302 [1.5295 [0.3446 [1.4967 [1.8350 |2.1569

1.9064 [2.5403 [3.1688 |4.2908 |7.5561 |9.996 |7.6895 |4.3004

3.1609

2.3075 |1.8491 [1.6284 [1.2008 {0.7138 {1.2613 |1.6000

1.5759 [2.0602 [2.4197 |2.9536 |4.5880 |7.7406 |9.996 |7.7594

4.2958

2.9454 12.2134 [1.8761 [1.4939 [1.2247 [0.8591 |1.2576

1.3173 [1.8363 [2.0630 |2.2889 |3.2743 |4.3342 |7.7702 [9.996

6.8975

4.2762 |2.9857 [2.3620 [1.8520 {1.5997 [1.2942 10.8804

0.3153 |1.8092 |2.0569 [2.1267 [2.7740 {3.0522 |4.1174 |6.5541

9.996

8.0455 14.8228 |3.4794 |2.6366 |2.2275 [1.8969 [1.5470

1.2084 [0.2928 [1.3346 [1.4523 |1.9557 |2.0742 |2.6661 |3.8505

7.6299

9.996 16.9183 [4.0076 [2.6939 [2.1021 [1.7292 |1.4943

1.6021 [1.4968 [0.8091 |1.2189 |1.8016 |1.8245 |2.2162 |2.9327

4.9756

7.5618 19.996 |8.0459 |4.4428 [2.9979 [2.2489 [1.8603

1.8757 [{1.7726 {1.4188 [0.7512 |1.5111 ]1.5502 |1.8114 |2.2303

3.4835

4.2737 |7.8696 [9.996 [8.1402 [4.4963 |2.9745 |2.2680

2.1153 |1.8737 |1.6113 [1.1387 [0.3507 {1.1107 [1.3803 |1.6775

2.4961

2.7169 |4.0665 [7.5048 [9.996 [7.3906 [4.0358 |2.7526

2.9703 |2.4207 |2.0253 [1.5650 {1.4869 [0.6358 |1.1854 |1.5165

2.2395

2.2469 |2.9327 [4.5204 [8.0105 [9.996 [7.7751 |4.3593

4.4114 [3.1268 [2.4544 [1.8732 |1.7992 |1.2443 10.8305 |1.2358

1.9673

1.884 [2.2383 [3.0767 [4.4814 [8.0820 |9.996 |7.8468

7.9732 14.4002 |3.1293 [2.2692 [2.0441 [1.5025 [1.1757 |0.7608

1.6475

1.5796 [1.7856 [2.2792 [2.9234 |4.4009 |7.6989 |9.996

La imagen reconstruida es una matriz de
64x64 pixeles distribuidos de forma uniforme
segun coordenadas cartesianas.

RESULTADOS

A continuacion se presentan las
imagenes resultantes de los dos modelos de
prueba. Estos mapas cuentan con un rango
de 256 tonalidades.

En la Fig. 7a y 7b se muestra la imagen
del modelo fisico homogéneo, asi como la
imagen reconstruida del mismo con el
programa de Khoros. Puede notarse que su
area es bastante homogénea.

Fig. 7. Modelo fisico (a) e imagen reconstruida del modelo homogéneo (b).
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En la Fig. 8 se muestra la reconstruccién
del modelo heterogéneo, en el cual se
introdujeron tres areas de igual tamafio, pero
distinto valor de impedancia con respecto al
area homogénea.

b) b)

Fig. 8. Modelo fisico (a) e imagen reconstruida
del modelo heterogéneo (b).

Pruebas en humanos

Después de haber hechos pruebas con los
modelos, se decidi6 hacer otras en un
individuo, al cual se le colocé un arreglo de
electrodos de plata y gel conductor en su
brazo (Fig. 9). Para este caso el individuo no
corre ningun peligro de descarga, ya que se
utilizé una fuente de corriente constante de
carga flotante (800 pA), una fuente de poder
por medio de baterias y por supuesto con la
aprobacion del comité cientifico del Instituto,
aunque estas pruebas se realizaron en los
mismos que desarrollamos este sistema. Una
vez obtenidos los datos del brazo de la
persona, estos procesados Yy
visualizados con Khoros. Posteriormente se
hizo una comparacién con una imagen de un
brazo, pero obtenida por medio de la
Resonancia Magnética, en la cual se pudo

fueron

notar gran similitud en sus estructuras
principales, pero no en su resolucion. Después
de haber obtenido los datos del brazo de la
persona, estos procesados y
visualizados con Khoros, tal y como se

fueron
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Fig. 9. Adquisicion de datos del brazo de una

persona.

muestra en la Fig. 10. Ademas de hacer una
comparacion con las imagenes que se pueden
obtener de la Resonancia Magnética.

a) b)

Fig. 10. Comparacién de imagenes obtenidas
por a) Resonancia Magnética y por b)
Impedancia eléctrica.

DISCUSION

De los métodos existentes de construccion
que conocemos (serial y paralelo), decidimos
combinar la parte serial en la inyeccién de
corriente y en la adquisicion de datos la parte
paralela, por las ventajas que presenta cada
una de ellas clasificando el sistema TIE como
semi-paralelo. Por otra parte elegimos la
inyeccién polar o electrodos opuestos porque
nos ofrece una mejor uniformidad en la
distribucion de la corriente, una buena
resolucién espacial y un mayor rango en la
medicién de los voltajes desarrollados en la
periferia del fantom, asi como la posibilidad de

20



Articulos

CONCLUSIONES

experimentar con otras estrategias de
inyeccion. Algunas ventajas de esta estrategia
nos permiti6 la posibilidad de obtener
resultados inmediatos, facil monitoreo vy
evaluacién con respecto a este hardware. El
disefo del prototipo se ha desarrollado de
forma modular para poder verificar los
aspectos tedricos y practicos que se han
considerado de interés. La variaciones de
frecuencia que se presentaron durante las
pruebas en los modelos, fue de tan solo del
+5% sobre la frecuencia de trabajo de 100
Khz, escogida esta ultima por presentar mayor
estabilidad en la sefal después de haber
hecho distintas pruebas con otras frecuencias.
Estas variaciones intrinsecas son debido a las
especificaciones  eléctricas  del
integrado usado (ICL8038). Ademas existieron
pequefas variaciones durante la inyeccion de
corriente  sobre los modelos, que
alrededor del 2% de la corriente inyectada
debidos a las tolerancias de los componentes
resistivos y capacitivos utilizados en su
construccion (£1%) y con una distorsion
armonica total de 0.12%. Para los casos de
estos: modelo homogéneo y heterogéneo, la
maxima corriente aplicada fue de 800 pA. En
lo que respecta a componentes de reactancia
inductiva en el fantom, estas las manejamos
como despreciables ya que es muy bajo su
valor.

circuito

fueron

El hecho de establecer que el sistema
pueda ser modular, y permitir sucesivas
ampliaciones o variaciones de cada una de sus
partes tiene sus ventajas, ya que ha permitido
ir desarrollando nuevos etapas con mejor
tecnologia y eficacia, lo cual ha llevado a
mejorar el prototipo.
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Durante este trabajo se pudo comprobar
que existen diversos factores que intervienen
directamente en una buena reconstruccién de
las imagenes por impedancia eléctrica. Entre
ellos podemos mencionar la corriente 6ptima
que se puede aplicar, la frecuencia de ésta al
inyectarse, la colocacion de electrodos, etc.,
son factores que no han sido desarrollados y
normalizado completamente ya que muchos de
ellos siguen bajo investigacion. Ademas los
algoritmos  de
suficientemente generales con respecto a la
forma del contorno, o a la colocacién de los
electrodos. Por lo que aun no tenemos una
base firme de comparacion entre algoritmos
para su precision y resolucion.

reconstruccion no son
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RESUMEN

El uso de microorganismos como sistemas de vacunacion ha sido investigado ampliamente en las
ultimas décadas. En la actualidad, gracias al desarrollo de nuevas tecnologias, se ha logrado
incrementar el potencial de algunas bacterias, virus y levaduras a través de la manipulacion fina de
eventos como la expresion de antigenos, su localizacién dentro de la célula, e incluso su liberacion
sitio especifica. En consecuencia, la obtenciéon de microorganismos genéticamente modificados para
la expresion o transporte de proteinas antigénicas, asi como para la liberacion de ADN recombinante,
ofrece multiples ventajas tanto desde el punto de vista inmunolégico como logistico y comercial. En
este trabajo se analiza el estado actual del uso de microorganismos para el desarrollo de vacunas,
sus ventajas y las perspectivas de esta tecnologia en el campo de la vacunacion.

Key words: vaccine, heterologous antigen, microorganisms as vehicles.
ABSTRACT

Microorganisms based vaccines have been extensively studied during the last decades. Nowadays,
new technologies have successfully increased the potential of some bacteria, virus and yeasts trough
the fine manipulation of events like antigen expression, its subcellular localization and site-specific
delivery. Consequently, production of engineered microorganisms for antigen expression and
transport, and also for recombinant DNA delivery, offers many advantages not only from the
immunological, but also from the logistic and commercial point of view. The aim of this review is to
present the current state of microorganisms based vaccine research, its advantages and the
technological perspectives in the vaccination field.

! Daniel Guillén y Silvia Moreno-Mendieta contribuyeron de forma equivalente a la elaboracién de éste trabajo.
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INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos, las bacterias, actuar como vehiculos de macromoléculas
hongos y levaduras han formado parte de la heterdlogas importantes en profilaxis y terapia.
vida del hombre. Bien porque algunas
especies son el agente etioldgico de temibles
enfermedades infecciosas, o bien porque se
han empleado para la fermentacién de bebidas
y alimentos, en la produccién de compuestos
de interés industrial como antibidticos, enzimas
y aminodcidos o en la bioremediacién. Por
otra parte, con el desarrollo de las
herramientas de la biologia molecular, se ha
logrado incrementar su potencial como materia
prima para el desarrollo de sistemas con
aplicacion biomédica y/o biotecnoldgica. Una
de las aplicaciones mas importantes es la
elaboracién de vacunas a partir de los
microorganismos completos o de sus
productos. Para ello, se han empleado
principalmente patégenos atenuados y algunos
microorganismos reconocidos como seguros
(GRAS por sus siglas en inglés) capaces de

Una de las principales ventajas que
presenta el uso de microorganismos como
vehiculos de antigenos (Fig. 1), es la
posibilidad de su uso por via oral o nasal, lo
cual, ademas de imitar la ruta de entrada de
varios patdgenos, evita los problemas
relacionados con la administracién parenteral
(uso de agujas, dolor, empleo de personal
calificado y los altos costos de infraestructura),
siendo un procedimiento menos invasivo y mas
atractivo para su uso en nifios y en pacientes
inmunosuprimidos. Por otra parte, su
produccion es mas simple y de menor costo
debido a la relativa facilidad para cultivar un
microorganismo y para escalar el proceso a
nivel industrial (Medina & Guzman, 2001;
Detmer & Glenting, 2006), criterios muy
importantes en paises en desarrollo con alto
indice de enfermedades infecciosas (Sim et al,

L] .
O Q) ¢°

| \ ( ) e

A" > . Sl @

(a) ¢ -
El gen c pondi a un anti de interés se Bl microorganismo porta la molécula de
clona en un vector apropiado que permita su . \\ ADN con el gen del antigeno o lo puede
expresion en el microorganismo, o en el hospedero ] ° /| expresar en diferentes localzaciones
(Vacuna ADN). ] subcelulares: intracelular (i), anclado a la

(i) " membrana {a) o secretado (s).

l Fig. 1. Esquema
representando el uso de

[ . .
\Q_ / El microorganismo recombinante se microorganismos como

IS ¥ Smelai Wl ke vehiculo de vacunacion.
Se administra la vacuna ¢
{ con los microorganismos
actuande como vehiculo
de ADN o del antigeno.

adecuada que sea estable.
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VACUNAS BACTERIANAS

Se ha demostrado también que
inmunizaciones via oral o nasal no solo
estimulan una respuesta inmune local a nivel
de mucosa, sino que dan origen a una fuerte
produccion de anticuerpos en sitios distantes.
La proteccién puede llegar a ser completa ya
que se logra inducir a nivel sistémico una
eficiente respuesta inmune humoral y celular,
observa con
administraciones parenterales, donde solo se
induce una respuesta sistémica y no una
respuesta a nivel de mucosa (Medina &
Guzman, 2001; Cortes-Perez et al., 2007).

fendbmeno que no se

En consecuencia, el desarrollo de nuevos
vehiculos para la liberacion de antigenos en
mucosa (gastrointestinal, respiratoria o genital)
es una prioridad. Para lograr que la
inmunizacion por estas rutas sea eficiente, es
importante considerar varios factores como
son: 1. La liberacion efectiva del antigeno en
el sitio de induccién de la respuesta inmune, 2.
El aumento de dicha respuesta por el uso de
adyuvantes seguros, 3. La seleccion del
régimen y ruta de administracion que inducira
proteccion en el sitio deseado y a nivel
sistémico y 4. La seleccion de una adecuada
formulacion de la vacuna (Gherardi & Esteban,
2005).

En esta revisién se resume el estado actual
del uso de microorganismos para la expresion
y transporte de antigenos, haciendo énfasis en
el uso de bacterias ya que son los
microorganismos que mas se han estudiado y
utilizado en este tipo de sistemas. Virus y
microorganismos levaduras y
protozoarios empleados con el mismo
propdsito, son revisados de manera breve.

como

BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 1

Vacunas con bacterias patégenas atenuadas

Como se menciond previamente, uno de los
objetivos en el desarrollo de vacunas es la
induccion de respuesta inmune que puede ser
mediada por (celular) o por
componentes solubles en sangre como los
anticuerpos (humoral) y que puede darse tanto
a nivel sistémico como local contra diversos
antigenos (Fig. 2). La mayoria de los sistemas
en desarrollo microorganismos
patégenos para los cuales se han aislado o
construido variantes atenuadas (Grangette et
al., 2004). El caso mas claro es el de
Mycobacterium bovis en la BCG, que junto con
Salmonella typhi y Vibrio cholerae son de los
pocas vacunas con bacterias vivas que han
logrado llegar al mercado. La cepa atenuada
de S. typhi Ty21a es usada contra la tifoidea; y
la vacuna registrada contra el colera emplea la
cepa atenuada de V. cholerae CVD 103-HgR
(Dietrich et al., 2003).

células

involucran

Las células iticas (CD) tienen la cap
de captar antigenos (Ag) provenientes de la
bolismo de U ik :

Las (D procesan los antigenos
capturados y los presentan a
linfocitos T{LT).

o:"}o — 00

Los LT activados pueden madurar a uﬁmiwsll.kj;\,

granulos con molécul o
J bien, los LT activados pueden sintetizar citodinas que

¥ de infocitos B (L)

N Los 18 maduran a células plasmaticas
[CP) encargadas de  sintetizar
Respuesta humoral

Fespuesta celular

Fig. 2. Modelo simplificado de la activacion de
respuesta inmune contra un microorganismo.
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Las atenuaciones generalmente involucran
deleciones de genes que se encuentran
relacionados con virulencia o con el
metabolismo bacteriano, esto con la finalidad
que el microorganismo mantenga una baja
tasa replicativa y no supere al sistema inmune
del hospedero ya que, la posible apariciéon de
sintomas indeseables o el desarrollo de
enfermedad en pacientes
inmunocomprometidos asi como la reversion a
un fenotipo problemas
concernientes al empleo de microorganismos
atenuados. Sin embargo, se busca que la
bacteria atenuada conserve caracteristicas
intrinsecas como el tropismo celular, la
diseminacioén celular y propiedades adyuvantes
gracias a la presencia de
inmunoestimuladoras como lipopolisacarido
(LPS), acido teicoico o motivos CpG (citosina
seguida de metilados
caracteristicos del ADN bacteriano (Grangette
et al., 2004; Loessner et al., 2008).

virulento  son

moléculas

guanina) no

Actualmente se analiza el potencial de otras
bacterias patégenas como Shigella flexneri,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli y
Salmonella enterica Serovar Typhimurium,
para despertar respuesta inmune y/o como
sistemas de expresibn de antigenos
heterdlogos. La finalidad de este tipo de
estudios es mejorar la respuesta dirigida contra
un antigeno aprovechando al patdégeno
atenuado o inactivado como adyuvante. De
esta forma, se puede lograr respuesta inmune
contra el vehiculo (bacteria patégena) y contra
el antigeno heterdlogo al mismo tiempo, de tal
manera que se confiera proteccion contra dos
agentes infecciosos en una sola vacuna.

Osorio et al., (2007), analizaron el potencial
inmunogénico y protectivo de distintas
especies de Shigella, inactivadas con formalina
para evitar los problemas asociados al uso de

microorganismos  atenuados. El estudio
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realizado en ratones demostré la produccion
de anticuerpos especificos contra las distintas
especies de Shigella utilizadas y proteccion
contra el patégeno después de inmunizar al
modelo animal via intranasal. De manera
similar Barry et al., (2006) analizaron el
potencial como vacuna multivalente de una
mezcla de serotipos importantes de Shigella
atenuada, expresando cada cepa uno o dos
antigenos provenientes de E. coli
enterotdxigénica (ETEC), los resultados
demostraron respuesta inmune especifica
dirigida contra el vector y contra los antigenos
heterdlogos asi como proteccién contra la
infeccion.

Entre las bacterias patdgenas atenuadas
que se han utilizado como posibles vacunas,
existe evidencia que L. monocytogenes
despierta una fuerte respuesta inmune tanto
innata como adaptativa (Bruhn et al., 2007).
Esta bacteria facultativa intracelular, que tiene
la capacidad de invadir tanto a células
fagociticas como no fagociticas, estimula la
respuesta inmune celular por lo que ha sido
utilizada en ensayos contra infecciones virales
y en pruebas supresoras de tumores. Cepas
recombinantes de L. monocytogenes que
expresan y secretan proteinas del virus de
papiloma humano han demostrado su eficacia
como potenciales antitumorales (Gunn et al.,
2001), otros estudios realizados incluyen Ia
expresion de Her-2/neu (un antigeno que se
sobreexpresa en algunos canceres como el de
mama) fusionado a listeriolisina O, mostrando
efecto terapéutico contra tumores implantados
en un modelo murino (Singh et al., 2005).

En algunos casos, la atenuacion de una
cepa la vuelve mas susceptible que la cepa
silvestre a las condiciones ambientales in vivo,
perdiendo la capacidad de colonizar el tejido
blanco y por tanto de despertar una adecuada
respuesta inmune. Li et al,, (2009) utilizaron
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cepas atenuadas de S. enterica Serovar
Typhimurium que expresan como antigeno
modelo la region a-helicoidal de la proteina A
de superficie de Streptococcus pneumoniae.
Las propiedades de las cepas utilizadas son
fenotipicamente iguales a la cepa silvestre en
el momento de administrarse y colonizar al
hospedero, pero una vez que el
microorganismo se ha establecido, se apagan
genes relacionados con virulencia. Las cepas
modificadas indujeron fuerte respuesta inmune
y fueron capaces de resguardar al modelo
murino de la infeccién con S. pneumoniae.

Cepas no virulentas de S. typhimurium, se
han estudiado también como sistemas para la
induccién de inmunidad celular contra tumores,
la propuesta es que el sistema de secrecion
tipo Il (SST3) puede ser usado para la
translocacion de antigenos heterdlogos al
citosol de las células presentadoras de
antigeno (CPA) (Panthel et al., 2008). Pruebas
en ratones retados con células de
fibrosarcoma que expresan el antigeno p60 y
que previamente habian sido inmunizados
oralmente con Salmonella que expresaba y
secretaba dicha proteina, demostraron Ila
eficacia de la actividad antitumoral del sistema
(Panthel et al., 2006).

A diferencia de Salmonella y Listeria,
Yersinia es un patdgeno extracelular, que
también es capaz de transcolar proteinas via
SST3, siendo este el sistema que emplea para
desplegar factores de virulencia (Yops) en el
citosol de las células del hospedero. Se han
realizado pruebas con cepas de Yersinia
enterocolitica atenuadas en distintos factores
de virulencia (Leibiger et al., 2008). Los
antigenos liberados en el citosol de las CPA,
son procesados y presentados en el contexto
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
clase I (MHC 1), lo que puede activar la
respuesta de linfocitos T CD8" de forma
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especifica. Y. enterocolitica 'y Yersinia
pseudotuberculosis han demostrado tener la
capacidad de estimular respuesta celular T
CD8" wusando como antigeno modelo
ovoalbumina fusionada a un dominio de
translocacion del factor de virulencia YopE

(Wiedig et al., 2005).

Otras bacterias patdégenas que se han
analizado por su potencial como vehiculos de
vacunas son Bordetella pertussis y Bordetella
bronchiseptica, patégenos del tracto
respiratorio de humanos y animales
respectivamente, sin embargo, no han sido tan
estudiadas como los otros géneros
mencionados. Algunos ejemplos incluyen a B.
pertussis expresando la proteina HtrA de
Haemophilus influenzae no-capsulado. La
forma en que presenta al antigeno es como
una proteina de fusion entre la HtrA y una
hemaglutinina filamentosa (FHA), la cual es
una adhesina que B. pertussis expone en su
superficie y ademas secreta. Infeccion de
ratones via intranasal con esta cepa
modificada demostraron la induccién de altos
titulos de anticuerpos anti-HtrA y anti-FHA
(Alonso et al., 2005); resultados similares se
han obtenido con el péptido neutralizante
SP70 de enterovirus 71 (EV71) fusionado a
FHA o al dominio pasajero del
autotransportador  BrkA, las proteinas
recombinantes expresadas en B. pertusiss
BPZE1 inducen anticuerpos capaces de
neutralizar la infeccion in vitro por EV71 (Ho et
al., 2008).

En cuanto a B. bronchiseptica, una cepa
mutante aroA se utilizd para expresar el
fragmento C de la toxina tetanica (TetC) bajo la
regulacion del promotor de la FHA;
inmunizacion intranasal con este
microorganismo indujo anticuerpos séricos
contra B. bronchiseptica y contra TetC,
ademas al retar al modelo murino con la toxina
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tetanica se observd 100% de proteccion
(Stevenson & Roberts, 2004). Trabajos con B.
pertussis 'y B. bronchiseptica  siguen
realizandose ya que al ser microorganismos
capaces de colonizar la mucosa del tracto
respiratorio tienen gran potencial como
vehiculos para la presentacion de antigenos
heterélogos en vias aéreas superiores.

Otra estrategia promisoria  utilizando
microorganismos atenuados, es la expresion
de proteinas inmunogénicas que potencien la
respuesta inmune. Tal es el caso del toxoide
del tétanos que ha sido ampliamente utilizado
como adyuvante. TetC es potencialmente
inmunogénico cuando es expresado en cepas
de Salmonella. Un ejemplo es la expresion de
la glutation S transferasa de 28kDa de
Schistosoma haematobium (SH28GST) en una
cepa atenuada de S. enterica Serovar
Thypimurium. La expresion del antigeno
fusionado a TetC despertd inmunidad
protectiva contra la esquistosomiasis. De esta
forma se puede explotar el potencial
inmunoestimulador de TetC para la
elaboracién de vacunas contra enfermedades
que requieren una fuerte respuesta protectiva
(Lee et al., 2000).

Actualmente, pese a que la atenuacion de
las bacterias patégenas impide sobrevivir a la
bacteria fuera del laboratorio y a que existen
estrategias para controlar la poblacion como el
uso de antibidticos o la introduccion de genes
suicidas inducibles (Loessner et al., 2008),
sigue en controversia el riesgo asociado con la
posible reversion al fenotipo virulento de estas
bacterias. La induccion de respuestas
autoinmunes o tolerancia, la producciéon de
metabolitos tdxicos, la exclusion competitiva de
la flora comensal y la transferencia indeseada
de genes via plasmidos que pudieran activar
protooncogenes, son otros de las
preocupaciones existentes asociadas al uso de
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bacterias como vacunas (Detmer & Glenting,
2006; Li et al., 2007).

Vacunas con bacterias acido lacticas

Una manera de eliminar los problemas
relacionados con la seguridad en el uso de
patdbgenos como vacunas, es utilizando
microorganismos reconocidos como seguros
(GRAS), que son modificados para expresar
los antigenos originales de los patdégenos.

Una de las alternativas mas estudiadas
desde la pasada década son las bacterias
acido lacticas (BAL). Estas bacterias Gram
positivas, no esporuladas, no patégenas y no
invasivas incluyen especies de los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y
Streptococcus, de los cuales algunas especies
son importantes miembros de la microbiota
endogena asociada con tejido mucoso. Debido
a que son utilizadas en la industria alimentaria,
en fermentaciones tradicionales de consumo
humano y algunas incluso tienen efectos
probioticos (Escalante et al., 2008; Camu et al.,
2007; Jokovic et al., 2008), resultan ser una
buena alternativa para reemplazar vectores
patdgenos atenuados como Mycobacterium,
Salmonella y Shigella y administrar de forma
controlada y dirigida antigenos al sistema
inmune via mucosa (Cortes-Perez et al., 2007;
Wells & Mercenier, 2008).

El uso de las BAL como vehiculos vivos
para la produccion y liberacién de moléculas
terapéuticas como antigenos, presenta varias
ventajas, una de las cuales es que provocan
menos efectos secundarios que las vacunas
de uso sistémico. Ademas, se ha demostrado
que las BAL genéticamente modificadas para
producir antigenos de patdgenos, son capaces
de despertar respuesta inmune sin la induccién
de la inmunotolerancia que pueda presentarse
posteriormente a la inmunizaciéon via mucosas
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(Sim et al., 2008; Scavone et al., 2007). Por no comensal, transitoria en el tracto digestivo.
otra parte, y segun lo han demostrado Previamente se ha demostrado que esta
Maassen et al. (2000), hay un perfil de bacteria expresa eficientemente proteinas
citocinas dependiente de la cepa utilizada, de heterdlogas de varias fuentes (Tabla 1) y es
esta manera, es posible obtener fuertes capaz de despertar respuesta inmune
respuestas si el objetivo es la vacunacion especifica contra dichas proteinas confiriendo
contra enfermedades infecciosas, o inducir de esta forma proteccion contra la infeccion
inmunotolerancia si el objetivo es el (Sim et al., 2008; Scavone et al., 2007; Morello
tratamiento de alergias. et al., 2008). Incluso se ha utilizado para la

) _ expresion y liberacion de citocinas como las
Entre las BAL mas estudiadas se IL2-6-10 y 12 en ratones, llegando con éxito a

encuentran  las  del geénero Lactococcus, ensayos clinicos fase | (Wells & Mercenier,
especialmente Lactococcus lactis, una bacteria 2008)

Tabla 1. Expresion de proteinas heterdlogas en bacterias acido lacticas.

PROTEINA
BAL HETEROLOGA OBJETIVOS Y RESULTADOS REFERENCIAS
L. plantarum Proteina verde La expresion de GFP permite visualizar su
fluorescente fagocitosis por los macrofagos in vitro y ex | Geoffroy et al., 2000
L. lactis (GFP) vivo y rastrear su paso por el tracto GI.
Mutantes con paredes mas permeables
L. plantarum TTC mejoran la presentacion del antigeno. Las Grangette et al.,
(alr-) cepas administradas via intragastrica 2004

resultan mas inmunogénicas.

Ocurre induccién de anticuerpos
Antigeno PspA de | especificos después de inmunizacion nasal

L. casei ; - Campos et al., 2008
S. pneumonie y destruccion del pneumococo por
deposicion de C'.
L. plantarum ) La inmunizacién mtrangsal es mas eficiente Cortes-Perez et al.,
Antigeno E7 -HPV | para inducir respuesta inmune en mucosa y 2007
L. lactis sistémica que la via intragastrica.
Ocurre induccion de anticuerpos 1gG
Dominio Il del después de la administracién via nasal y
L. lactis virus del dengue | oral. La respuesta depende de la ruta de Sim et al., 2007
serotipo Il (EDIII) | administracion y de la cepa de ratones
inoculada.
Ocurre induccioén especifica de IgG e IgA 'y
L. lactis Antigeno MrpA de | disminucion en la colonizacion de Scavone et al., 2007

Proteus mirabilis | patbgenos en riion después de la
inmunizacion.
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También han sido investigadas las
propiedades adyuvantes de las BAL y se han
desarrollado cepas mutantes. En el primer
caso por ejemplo, se han evaluado las
propiedades adyuvantes de L. lactis NZ9000
comparando su efecto proinflamatorio con el
de dos bacterias Gram-negativas, E. coli DH5a
y S. typhi Ty21a ambas no patogénicas vy
ampliamente estudiadas como vacunas vivas.
Los perfiles de expresion de citocinas y la
estimulacion de células dendriticas (CDs) son
indicativos de las propiedades adyuvantes
(proinflamatorias) de esta bacteria, condicion
ideal para potenciar la respuesta inmune (Yam
et al., 2008).

En el segundo caso y con el objetivo de
establecer si el desarrollo de transportadores
bacterianos mutantes puede aumentar el
potencial de las BAL como sistema de
liberacién, se hizo una aproximacién tratando
de incrementar la liberacién in vivo de antigeno
al interferir con la biosintesis de la pared
celular. Se demostr6 que mutantes de
Lactobacillus plantarum, alanina racemasa
negativas (alr), poseen paredes mas
permeables y tienen méas potencial como
sistema liberador siendo mucho mas
inmunogénicas por via intragastrica, que las
cepas silvestres. Este hallazgo propone pues,
que un incremento en la liberacién in vivo del
antigeno, juega un papel importante en el
efecto que se observa, sin excluir la posibilidad
de una mejor presentacibn de antigeno
(Grangette et al., 2004).

Localizacién de antigenos en bacterias

Existen varios factores que pueden afectar
la presencia y/o efectividad de una respuesta
inmune, entre estos se encuentra la cantidad
de antigeno que se suministra, el esquema de
inmunizacion, la inmunogenicidad del antigeno
asi como su localizacion dentro de un vehiculo.
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La ubicacion de un antigeno en un
microorganismo es variable, puede ser
secretado, intracelular o estar anclado a la
membrana, para lo cual se utilizan diferentes
estrategias (Lee et al, 2003). Esto es
importante ya que un antigeno intracelular
puede estar mas protegido de la degradacion
que uno secretado, pero un antigeno
secretado puede ser mas facilmente captado
por elementos que conforman al sistema
inmune y por tanto promover una respuesta
mas efectiva. De lo anterior se infiere que la
localizacion de un
microorganismo puede influir en la respuesta
inmune que se obtiene contra dicho antigeno.

antigeno en un

En S. enterica Serovar Typhimurium se
comparé la influencia en la respuesta inmune
de un antigeno heterdlogo localizado en la
superficie celular con respecto a su
localizacion intracelular. El antigeno modelo
fue la (HagB) de
Porphyromonas gingivalis. Para poder localizar
a HagB en la membrana de Salmonella se
fusiono a la senal de localizacion externa de la
lipoproteina mayor de E. coli (Lpp) y a un
dominio de la proteina de membrana OmpA.
Cuando se administré oralmente a ratones, la
cepa que expresa HagB en su superficie indujo
titulos de IgG e IgA mayores que la cepa que
expresa HagB intracelularmente (Isoda et al.,
2007).

hemaglutinina B

En el caso de las BAL, Bermudez-Humaran
et al., (2004) probaron a L. lactis expresando el
antigeno E7 del virus de papiloma humano en
tres distintos compartimentos; intracelular,
anclado a pared celular y secretado. La ruta de
administracion a ratones fue intranasal y se
evalud la produccién de IL-12 y de IFN-y; la
mayor respuesta se obtuvo contra la forma
anclada a pared seguida de la intracelular y de
la secretada. Los autores refieren que la
eficiencia en la respuesta contra el antigeno
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localizado en la pared celular puede ser debida
a la accesibilidad que tiene el sistema inmune
por el antigeno a diferencia del intracelular que
solamente se expone cuando la bacteria se
lisa. Por otra parte, la respuesta disminuida
contra la forma secretada es atribuida a la
inestabilidad de E7.

En contraste, Scavone et al. (2007)
encontraron que al administrar via intranasal
una cepa de L. /actis que secretaba la proteina
fimbrial de Proteus mirabilis o ubicandola en su
pared celular se inducia la produccion de
anticuerpos especificos 1IgG e IgA séricos
respectivamente, pero solo cuando el antigeno
era secretado se produjo IFN-y. Al infectar al
modelo murino, se presentd una disminucion
en la colonizacion renal por P. mirabilis en los
ratones que fueron inmunizados con una u otra
cepa recombinante de L. /actis.

La informacion que se tiene hasta el
momento acerca de la influencia que tiene en
el sistema inmune la localizacion subcelular de
un antigeno sigue siendo variada y factores
inmunogenicidad, estabilidad,
tolerancia, ruta de administracién y dosis, entre
otros, son detalles que hay que tomar en
cuenta al disefiar la ubicacion en la cual se
desea que un microorganismo, que esta
actuando como presente un
antigeno.

como la

vehiculo,

Vacunas de ADN en vehiculos bacterianos

Las vacunas de ADN transfieren genes que
codifican para antigenos a las células del
hospedero, en el caso de bacterias que portan
plasmidos con dichos genes, pueden transferir
el ADN cuando se lisan dentro del citosol de la
célula hospedera o bien, por otros mecanismos
que aun no han sido descrito (Loessner et al.,
2008). Los plasmidos recombinantes que se
transfieren generalmente se encuentran bajo la
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regulacion de un promotor eucariota, de tal
manera que sean las células del hospedero las
que lleven a cabo la expresion del antigeno.
Dentro de las ventajas que este tipo de
vacunas ofrece es que son faciles de disefiar
gracias a las herramientas existentes para
manipular el ADN y son estables, lo que facilita
su almacenamiento y transporte. Como la
sintesis del antigeno se lleva a cabo in vivo en
el hospedero, se pueden
modificaciones post-traduccionales necesarias
para que un antigeno adquiera una
conformaciéon correcta e incluso se pueden
expresar multiples antigenos usando un mismo
vector de ADN, también inducen una fuerte
respuesta inmune celular, ademas de humoral,
que se correlaciona con la proteccion contra
patdgenos intracelulares y tumores, razén por
la cual, se han utilizado ampliamente para
proteger contra una serie de enfermedades
infecciosas como el VIH (Li et al., 2007).

realizar las

Otras ventajas ofrecidas por este sistema
incluyen la coexpresion de
inmunomoduladoras  como  citocinas o
moléculas coestimuladoras y la posibilidad de
manipular los antigenos por adicion de
secuencias como péptidos sefal. Estos
marcan su destino a  determinados
compartimentos celulares, para mejorar asi su
eficacia en la inmunizacién. Ademas, pueden
utilizarse sistemas de transporte o vectores
para su liberacion dirigida. En este sentido, el
uso de bacterias como vehiculos resulta una
estrategia simple con multiples ventajas, entre
otras, que pueden invadir casi cualquier célula
eucaridtica e ciertas
superficies mucosas de o&rganos internos.
Finalmente, una ventaja importante es que la
cantidad de ADN que puede ser clonado en un
plasmido bacteriano es en varias 6rdenes de
magnitud mas grande que la que puede

moléculas

incluso  colonizar
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acomodarse en vectores virales (Darji et al.,
2000).

Como se menciond anteriormente, el uso
de microorganismos para transportar el ADN,
es una de las alternativas mas promisorias
sobretodo en el caso de bacterias
enteroinvasivas, ya que pueden administrarse
por via oral y transferir el ADN directamente a
células presentadoras de antigeno. Entre estas
bacterias se encuentra L. monocytogenes, la
cual ha sido utilizada para comparar la eficacia
como vehiculo de ADN, ARNm o bien
secretando el antigeno por si misma. En dicho
trabajo se utilizé como antigeno modelo la
ovalbumina (OVA) y se observé que de los
ratones infectados con Listeria portando las
diferentes formas de vacuna, la forma
expresada y secretada por la misma bacteria
fue la mas eficiente en la presentacion de
antigeno seguida del ARNm, mientras que
Listeria que transfiere el ADN codificante para
la OVA fallé en generar una respuesta (Loeffler
et al. 2006).

El hecho de no obtener una respuesta
cuando se utiliz6 L. monocytogenes como
vehiculo de ADN codificante para OVA no
implica que sea ineficiente para transportar
vacunas de ADN ya que la presencia de una
buena respuesta inmune depende de varios
factores como la naturaleza del antigeno o la
ruta de inmunizacion, entre otras. Resultados
favorables con L. monocytogenes se han
obtenido portando plasmidos de expresion
eucariota con antigenos de M. tuberculosis,
donde se reportd la induccion de respuesta
inmune celular después de su administracién
via intraperitoneal en un modelo murino. Se
observé también que al inmunizar via
intravenosa con L. monocytogenes
transportando los plasmidos de expresion
eucariota, se obtiene una respuesta protectora
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comparable a la inducida por la vacuna BCG
(Miki et al, 2004).

Otros ejemplos de bacterias
enteropatégenas como vehiculos para vacunas
de ADN incluyen a Salmonella, donde
recientemente se reporté su efectividad contra
la infeccién por Toxoplasma gondii en ratones
(Qu et al. 2008) y como terapia antitumoral
(Xiang et al., 2008); Shigella (Vecino et al.,
2004) y Y. enterocolitica (Al-Mariri et al., 2002).

Las bacterias lacticas por su parte, no
poseen las propiedades de las bacterias
patdbgenas como el tropismo hacia ciertos
tejidos o patrones moleculares que estimulan
al sistema inmune, pero se ha demostrado su
eficacia como vehiculos de ADN. En un
estudio donde se  utiliz6 una cepa
recombinante de L. lactis expresando la
internalina A de L. monocytogenes se
demostré que L. /actis era capaz de invadir
enterocitos in vivo y mas aun, era capaz de
transferir un plasmido con la proteina verde
fluorescente (GFP) bajo el control del promotor
de citomegalovirus (Pcmv) a la linea celular
Caco-2, observandose la expresiéon de la GFP
en el 1% de las células infectadas (Guimaraes
et al., 2005). En un trabajo subsecuente se
incub6 a L. lactis sin la capacidad de
internalizarse y con un plasmido con el gen de
la B-lactoglobulina bovina bajo el control del
promotor viral Pcmv junto con células Caco-2.
Después de la incubacién se observo la
expresion de la B-lactoglobulina en dicha linea
celular (Guimaraes et al, 2006).

Con Lactobacillus acidophilus portando un
plasmido con el gen VP1 del virus de la fiebre
aftosa, se compararon las rutas de
inmunizaciéon intramuscular, intraperitoneal,
intranasal y oral, reportandose que la via que
mas impacto tuvo fue la intramuscular ya que

se obtuvieron titulos de anticuerpos
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semejantes a los que se tienen al emplear la
vacuna comercial existente (Li et al., 2007).
Todos estos estudios prueban el potencial que
tienen las bacterias lacticas como posibles
vehiculos para la administracion de vacunas
de ADN.

VACUNAS VIRALES

Las vacunas virales consisten de virus
inactivados incapaces de reproducirse dentro
del organismo o bien, de virus atenuados con
una baja tasa de multiplicacién, por lo que
causan minimos o ningun efecto secundario, la
vacuna Sabin contra la polio es un ejemplo del
ultimo caso.

Desde la década de los 80’'s hay un
creciente interés por utilizar virus como
vectores para la presentacion de antigenos
heterélogos, especialmente por la fuerte
respuesta inmune que son capaces de
despertar. Se han desarrollado vectores con
virus de ADN, tales como adenovirus vy
herpesvirus y con virus de ARN de cadena
positiva como alfavirus y flavivirus. Dentro de
los mas utilizados se encuentran los
adenovirus, virus de doble cadena de ADN que
presentan una gran variedad de serotipos y de
los cuales se conoce su genoma, ademas de
que se pueden obtener altos titulos virales en
cultivos tisulares e inducir respuesta inmune
tanto innata como adaptativa. Para poder
usarlos como vectores generalmente se hacen
deleciones de regiones que estan involucradas
con la replicacion viral (Tatsis & Ertl, 2004).
Estudios actuales, en Ilos que estan
involucrados como posibles vectores de
vacunas, abarcan agentes
infecciosos causantes de enfermedades que
tienen impacto a nivel mundial como el SARS y

diferentes
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el VIH (Catanzaro et al., 2006; Kobinger et al.,
2007).

Otro virus utilizado es el baculovirus, cuyo
genoma es circular de doble cadena e infecta
principalmente a insectos, propiedad que es
utilizada para la expresion y produccion celular
in vitro de proteinas recombinantes. Estudios
con baculovirus como vector, involucran la
fusion de un péptido o proteina heterdloga a
gp64, glicoproteina de envoltura involucrada
en la internalizacion del virus a la célula,
logrando de esta forma que se incorpore la
proteina de fusién a la envoltura viral. Este
método, ha sido utilizado como plataforma
para el transporte de proteinas antigénicas, por
ejemplo la glicoproteina E2 del virus de la
fiebre porcina clasica (CSFV), observandose
una alta produccion de  anticuerpos
neutralizantes en modelo murino (Xu & Liu,
2008), o la proteina del circumsporozoito de
Plasmodium bergei, estudio en el cual se
reportd la produccion de anticuerpos vy
proteccion parcial en los ratones inmunizados
via intramuscular contra la infeccién por el
parasito (Yoshida et al., 2003) .

Aunque son promisorios los resultados que
se han obtenido hasta el momento, existe
preocupacion con respecto a la seguridad en la
utilizacion de estos virus como vectores de
antigenos en términos de la potente respuesta
inmune que son capaces de inducir, la gran
cantidad de proteinas que son capaces de
sintetizar, que puedan modular o antagonizar
la respuesta inmune y la capacidad que tienen
algunos para transformar a la célula huésped
(Bukreyev et al., 2006).

Como alternativa, recientemente, se ha
evaluado el potencial de un grupo de virus de
ARN de cadena negativa no segmentada
(NNSV) como vectores virales y que
comprenden las familias Rhabdoviridae,

33



Articulos

VACUNAS CON LEVADURAS

Paramyxoviridae, Filoviridae y Bornavirida. A
pesar de la infectividad de su ARN gendémico
en cultivo celular y a la ausencia de un
mecanismo ya establecido para la insercién de
genes extranos, presentan multiples
caracteristicas que los hacen candidatos
ideales como vectores. Entre las mas
importantes estan que algunos de estos virus
son restringidos de forma natural por el
huésped, se replican eficientemente en lineas
celulares utilizadas para la fabricacién de
vacunas, pueden infectar via intranasal
induciendo IgA local e IgG sistémica, se
replican en el citoplasma, pocas veces se
integran al genoma del huésped y codifican de
5 a 11 proteinas, evitando problemas de
modulacién o antagonismo con la respuesta
inmune del huésped. Los que resultan mas
promisorios son el virus de la parainfluenza
humana, el virus de la enfermedad de
Newcastle y el virus de la estomatitis vesicular
(Bukreyev et al., 2006).

Bien sean virus de ADN o ARN, entre los
diferentes sistemas de liberacion de antigenos,
los vectores virales recombinantes tienen
enorme potencial. Su habilidad para liberar
eficientemente al antigeno directamente en el
citosol estimula la via de procesamiento de
antigeno en el contexto de MHC-I, induciendo
en consecuencia una fuerte respuesta inmune
celular y humoral contra los antigenos
expresados. Por otra parte, su habilidad para
infectar células blanco y tejidos de interés, su
facil liberacion en mucosas (oral o nasal) y su
efecto adyuvante natural debido a la induccion
de citocinas y quimiocinas, los convierten en
poderosas herramientas para el desarrollo de
vacunas contra patégenos virales respiratorios
de uso masivo en la poblacion pediatrica
(Gherardi & Esteban, 2005; Bukreyev et al.,
2006).
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El uso de levaduras recombinantes
representa una de las alternativas mas
atractivas como vehiculo para la liberacion de
antigenos. Ademas de ser bastante estables y
seguras, poseen propiedades adyuvantes
intrinsecas y pueden suministrarse varias
veces al huésped sin consecuencias adversas.
Las levaduras son capaces de activar a las
células
antigeno en paquetes concentrados que son
avidamente internalizados. De ésta forma se
incrementa la cantidad de antigeno disponible
para el procesamiento y la presentacion, que
ocurre de forma eficiente por ambas vias del
MHC, lo que conduce a una inmunidad a
células tumorales mediada por células
ayudadoras y linfocitos T citotdxicos (Saiki et

al., 2005; Haller et al., 2007).

dendriticas  suministrandoles el

Una de las cepas que genera mas interés
es Saccharomyces cerevisiae ya que los
componentes de su pared interactian con
receptores de macréfagos vy
dendriticas. Por otra parte, es conocido que la
preparacion de pared celular cruda (Zymosan)
regula positivamente genes proinflamatorios
asi como moléculas de superficie en
macrofagos y células dendriticas y moléculas
coestimuladoras (Haller et al., 2007).

células

Dentro de los diferentes estudios que se
han realizado, Bernstein et al. (2008)
expresaron el antigeno carcinoembrionario
humano en S. cerevisiae y administraron la
levadura recombinante via subcutanea a un
modelo murino. De esta forma se indujo una
respuesta inmune celular especifica asi como
un rapido incremento de las moléculas MHC-II
y CPAs. También se ha utilizado a S.
cerevisiae para expresar la proteina NS3 de la
envoltura del virus de la hepatitis C. En ratones
inmunizados por via subcutanea, se observé
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una fuerte respuesta inmune celular mediada
por linfocitos T citotéxicos y se demostré una
fuerte respuesta inmune celular tipo Th1
dependiente de la dosis y los refuerzos, asi
como un efecto profilactico y terapéutico de la
vacuna (Haller et al. 2007). Como alternativa
para el ftratamiento de enfermedades
autoinmunes o cancer, Saiki et al. (2005),
demostraron que la levadura recombinante que
expresa el autoantigeno asociado a la
Degeneracion Cerebral Paraneoplastica (PCD)
es inmunogeénico en modelo murino.

Otro aspecto interesante relacionado con el
uso de levaduras para la expresion de
antigenos heterdlogos, es su capacidad para
llevar a cabo modificaciones postraduccionales
como la manosilaciéon. Buscando la relacion
entre dichas modificaciones y la
inmunogenicidad, Lam et al. (2005), mediante
estudios comparativos con ovoalbumina no
manosilada derivada de E. coli y ovoalbumina
manosilada derivada de Pichia pastoris,
demostraron in vitro, que la manosilacion
favorece la captura del antigeno por células
dendriticas en funciéon de la presencia de
receptores de manosa en su superficie,
incrementando a su vez la respuesta inmune
celular

VACUNAS CON PROTOZOARIOS

La vacunacién utilizando como vehiculo a
protozoarios no es un campo muy estudiado,
probablemente debido a las ventajas que
ofrecen los otros microorganismos y virus para
desarrollar este tipo de sistemas, aunque es
posible encontrar algunos ejemplos. En un
ensayo de vacunacién utilizando cepas
atenuadas de T. gondii que expresan el
antigeno KMP-11 proveniente de Leishmania,
Ramirez et al., (2001) demostraron que al
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inmunizar via intraperitoneal con el parasito, se
induce la proliferacién antigeno especifica de
células T. Aun mas, al infectar al modelo
murino con Leishmania major, se registrd
proteccion parcial contra el desarrollo de
lesiones causadas por este patégeno.

De igual forma, Leishmania tarentolae, un
parasito no patégeno para los humanos que se
dirige eficientemente a las células dendriticas y
6rganos linfoides, fue utilizado por Breton et
al., (2005) para expresar la proteina Gag del
VIH-1, observandose la produccion de IFN-y y
la presencia de anticuerpos anti-Gag en
modelo murino. Asi mismo, observaron que el
tamafo del vector favorece la presentacion de
antigeno y tiene influencia en la magnitud y
calidad de la respuesta de linfocitos T, lo que
habla del potencial que pueden tener este tipo
de microorganismos en la busqueda de un
vehiculo adecuado.

CONCLUSIONES

Actualmente se desarrollan distintos
sistemas que pueden ser utilizados como
vehiculos y/o adyuvantes en la vacunacion.
Los liposomas, sales de
microparticulas de acido polilactico y las
nanoparticulas de quitosano, son algunos
ejemplos de estos sistemas. Sin embargo, se
conoce desde hace tiempo que los mejores
estimuladores de la respuesta inmune son por
excelencia los microorganismos, gracias a que
presentan estructuras moleculares invariantes
(LPS, CpG, acido teicoico, etc) que son el
blanco de reconocimiento del sistema inmune
innato y por tanto son capaces de inducir
respuesta inmune especifica, ya sea de tipo

celular, humoral o ambas.

alimina,

Pese a que hoy en dia se sigue
argumentando el riesgo asociado con el uso de
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microorganismos patdgenos en la vacunacion,
la presencia en el mercado de vacunas con
patégenos atenuados y los estudios realizados
con  microorganismos  GRAS, resultan
esperanzadores para el futuro de las vacunas
basadas en microorganismos. Dada su
versatilidad, se pueden emplear con una gran
variedad de antigenos, el reto consiste en
encontrar las condiciones Optimas que
permitan un disefo racional de vacunas. La
compatibilidad entre el antigeno y la cepa, las
condiciones de cultivo, la estabilidad del
sistema y su seguridad, son sélo algunos de
los aspectos que hay que tener en cuenta para
lograr dicho objetivo.
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RESUMEN

La semilla de amaranto contiene acidos grasos esenciales y escualeno. Refinado y con
antioxidantes se lograria un aceite competitivo. En este trabajo se estudié la conservacion del aceite
de amaranto midiendo los perdxidos en presencia y ausencia de antioxidantes naturales (vitamina E y
semilla de uva) y uno sintético (butilhidroxitolueno). Se determiné el punto de humo y se someti6 a
pruebas de foto-oxidacion. En los tres casos los resultados fueron analizados estadisticamente por
medio del ANAVAR y la prueba de Tukey (p<0.05). Primeramente se encontr6 que la vitamina E al
0.02 (v/v) mostré un mayor efecto protector con 54% de poder antioxidante. En la segunda prueba el
punto de humo se presenté a los 220 °C, por lo que se recomienda su empleo para freir. Sin
embargo, se encontré que el indice de perdxido fue de 15 meq kg'1 a un tiempo de 35 h, lo que indica
la formacion de los perdxidos, por lo que es necesario mantenerlo en oscuridad.

Key words: Amaranthus hypochondriacus, amaranth oil, unsaturated fatty acids, oil preservation.
ABSTRACT

The amaranth seed contains essential fatty acids and squalene. Refined and added with
antioxidants it would be obtained a highly competitive oil. In this work, the preservation of amaranth oil
was studied measuring the formation of peroxides with and without natural (vitamin E and grape seed)
and synthetic antioxidants (butylated hydroxytoluene). The smoke point was also determined and the
amaranth oil was submitted to the test photo-oxidation. In all three cases the results were statistically
analyzed by the ANAVAR and Tukey test (p<0.05). In the first case it was found that vitamin E at 0.02
(v/v) showed an increased protective effect of 54% for the conservation of oxidation. The smoke point
was presented to the 220 °C, indicating that can be used for frying. For the photo-oxidation it was
found a maximum rate of 15 meq kg'1 at a time of 35 h, and the peroxides increasing, that is why this
oil should be kept in dark conditions.
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INTRODUCCION
El amaranto pertenece a la familia
Amaranthaceae, de la cual sélo se cultivan de

manera importante Amaranthus
hypochondriacus, Amaranthus cruentus,
Amaranthus pumilus, Amaranthus tricolor,

Amaranthus retroflexus y Amaranthus hybridus
(Tudor & Bean, 1985, Marcone, 2000). El
amaranto es una planta herbdcea de origen
tropical, adaptable a climas templados vy
semiaridos (Marcone, 2000). En México la
produccion anual es de 4,227,000 Kg, siendo el
Estado de Puebla el principal productor con
3,059,000 Kg (SAGARPA, 2004). Con la
semilla de amaranto se elaboran diversos
productos, pero se conoce principalmente por
el dulce tradicional denominado “alegria”. La
semilla de amaranto contiene compuestos
nutritivos, entre ellos se encuentran los lipidos,
como el acidos grasos vy
tocoferoles. El primero tiene una concentracion
de 9.26-10.34%, en los segundos predominan
los acidos grasos del tipo 18:1 (22.70%), 18:2
(40.83%) y 18:3 (7.7%), y los terceros se
encuentran en un 60.45 por g de semilla
(Marcone, 2000). Diversos estudios han
demostrado que el amaranto presenta diversas
aplicaciones
disminucién del nivel de glucosa en sangre,
combinado con otros cereales equilibra el
patron de aminodcidos, minerales y presenta
un efecto hipocolesterolémico (Chaturvedi et
al.,, 1997). Ademas, los éacidos grasos 18:2 y
18:3 son importantes para producir las
prostaglandinas que regulan muchos procesos
corporales, por ejemplo, la inflamacion y la
coagulacion de la sangre. Por otro lado, el
escualeno presenta propiedades bioldgicas que
ayudan a disminuir la presencia de los
radicales libres y aumenta la resistencia
inmunoldgica. Ademas, se usa en la industria
de cosméticos para la elaboraciéon de cremas y

escualeno,

nutracéuticas, como es la
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bronceadores (He et al., 2002, Amunziata et al.,
1999, Lehmann, 1996).

Los aceites son mas susceptibles que las
grasas a sufrir reacciones de deterioro por su
contenido de acidos grasos insaturados. Estas
reacciones son aceleradas por el calor, la luz,
la humedad y por trazas de metales (Badui,
1998, Fennema, 2000).

La baja estabilidad de los aceites puede ser
prevenida por la adicion de antioxidantes, de
los cuales se recomiendan el a-tocoferol,
butilhidroxianisol ~ (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT), terbobutilhidroxiquinona (TBHQ), galato
de propilo, tocoferoles mixtos y palmitato de
ascorbilo (CODEX, 1981). El efecto protector
depende de la composicion y de las
propiedades quimicas del aceite o grasa.

Los aceites durante su almacenamiento
sufren una degradacion que afecta su vida util.
Para determinar los dafos en el aceite se
emplean métodos acelerados como el oxigeno
activo, la bomba de oxigeno o la incubacion en
estufa. Ademas, para verificar la oxidacién se
usan pruebas sensoriales que son poco
precisas y muy subjetivas, y los métodos fisico-
quimicos, que aportan mas informacién acerca
del grado de oxidacién, por ejemplo: los
carbonilos totales, el indice de anisidina, indice
de peroxido, acido tiobarbiturico, fluorescencia
y cromatografia de gases (Fennema, 2000).

La finalidad de este trabajo fue: i) evaluar el
efecto de antioxidantes naturales (vitamina E y
aceite comercial de semilla de uva) y uno
sintético (BHT) sobre el aceite de amaranto vy ii)
determinar la actividad protectora de Ia
vitamnia E, sometiendo al aceite de amaranto a
pruebas termo-oxidativas y foto-oxidativas.

MATERIALES Y METODOS
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Se utilizé aceite de amaranto (Amaranthus

hypochondriacus)  proporcionado por la
industria  San Miguel de Productos
Agropecuarios, localizada en el Estado de

Hidalgo, México; el aceite se refind6 mediante el
método de Ariza et al. (2004). El indice de
acidez (IA) del aceite de amaranto refinado fue
0.05% expresado como porcentaje de acido
oleico y el indice de peréxido fue de 1.4 meq
Kg'. Los disolventes utilizados fueron grado
reactivo, los antioxidantes vitamina E y el BHT
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri. El antioxidante aceite comercial de
semilla de wuva, marca Medinatural, fue
adquirido en una farmacia local, (Cd. de
Puebla, México).

Efecto de los antioxidantes sobre el indice de
peroxido del aceite de amaranto

Para determinar la actividad antioxidante de
los aditivos empleados se desarrollaron
pruebas de estabilidad, utilizando antioxidantes
naturales como aceite de semilla de uva y
vitamina E al 0.01 y 0.02 (v/v) y el antioxidante
sintético BHT a 0.01 y 0.02 (g/L).
antioxidantes fueron mezclados directamente
en el aceite. Cada tratamiento se realizd por
duplicado. La prueba de oxidabilidad se llevo a
cabo por el método de
(1999). Para cuantificar el grado de oxidabilidad
en el aceite, se realizaron 11 andlisis en vasos
de precipitado de 100 mL cada uno con 3g de
muestra de aceite, se depositaron dentro de
una estufa previamente calentada a 60 °C,
donde se anotdé el tiempo inicial (t=1), y se
determind el indice de peréxido usando la
técnica de SECOFI (1987). Primero se
cuantificé el indice de peréxido del aceite sin
calentar (tiempo t=1).
llevaron a cabo los andlisis de los 11
tratamientos restantes. Al cabo de 1 h se sacé
uno de los vasos y se determind el indice de
peroxido (t=1 h). Se realiz6 la misma operacion

Los

Matissek et al.

A continuacion se
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en el resto de las muestras al cabo de 2, 3, 5,
7, 8, 20, 30, 40, 60 y 80 h (t=2 hasta 80 h).

Cuantificacion de la actividad antioxidante de los

conservadores en el aceite de amaranto

De la prueba anterior la actividad
antioxidante (AA) de los conservadores se
determind por duplicado comparando Ia
pendiente del indice de perdxido en funcion del
tiempo de cada antioxidante: semilla de uva y
vitamina E a 0.01 y 0.02 v/v, y BHT a 0.01 y
0.02 g/L (Ag), con la pendiente producida por el
aceite sin conservador (Ac). Los valores
obtenidos se sustituyeron en la ecuacion
reportada por Hudson & Mahgoub (1981) para
obtener la grafica que describe la capacidad de
los antioxidantes para inhibir o disminuir el
proceso oxidativo.

AC _AE

C

Tratamiento termo-oxidativo en el aceite de
amaranto

Una vez que se encontrd que la vitamina E
al 0.02 (v/v) era el mejor antioxidante, el aceite
de amaranto se sometié a una prueba termo-
oxidativa en presencia de dicha vitamina. Para
ello se siguid la metodologia reportada por
Matissek et al. (1999). El tratamiento termo-
oxidativo se realizé por duplicado en vasos de
precipitado de 100 mL a temperatura de 50, 70,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 y 240 °C por
15 minutos. Se midi6 el color fotométrico inicial
y final, empleando el método reportado por
Allen et al. (1982) y el indice de acidez
mediante la técnica de SECOFI (1987).

Tratamiento de foto-oxidacion en el aceite
amaranto

La prueba de foto-oxidacion se realizd sobre
aceite de amaranto en presencia de vitamina E
al 0,02(v/v) y se coloco dentro de una camara

de
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de luz incandescente (1650 luxes). El area de
la camara de luz fue de 120 cm? el aceite se
depositd en frascos cerrados transparentes a
55 °C. Los tratamientos se realizaron por
duplicado. La prueba de foto-oxidacion, se
determind por el método de Matissek et al.
(1999), que mide el indice de peroxido del
aceite a dos temperaturas diferentes, la
ambiental (24 °C) y a una temperatura superior
(60 °C), de manera intermitente a diferentes
tiempos para formar la cinética de oxidacion; el
indice de peréxido se cuantificé usando la
técnica de SECOFI (1987).

Cuantificacion del escualeno en el aceite de
amaranto

La determinacion del contenido de
escualeno en el aceite de amaranto se realizd
segun la técnica del AOAC (1990).

Analisis estadistico

Se hizo un andlisis de varianza mediante el
procedimiento ANAVAR y se compararon las
medias de los tratamientos mediante la prueba
de Tukey, p<0.05, (SAS, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los antioxidantes sobre el indice
de peroxido del aceite de amaranto

Los resultados de la cinética de oxidacion
del aceite de amaranto en términos del indice
de peroxido con y sin antioxidantes a una
concentracion de 0.01 (v/iv) y a 60 °C son
mostrados en la Fig. 1.

Se observa un incremento del indice de
peréxido en los diferentes tratamientos con

12 -
===+ VitaminaE (0.01%)

= ®= Semillade uva (0.01%)
10 - = =BHT (0.01%)

—= - VitaminaE (0.02%)
—i =Semillade uva (0.02%)
8 - = o =BHT (0.02%)

Testigo

......

indice de peroxido (meq kg -1)
(=;]

40 50 60 70 80

Tiempo (h)

Fig. 1. Determinacion del indice de perdxido del aceite de amaranto con antioxidantes
naturales: vitamina E y semilla de uva al 0.01 y 0.02 (v/v) y un sintético: BHT (g/L), empleando

el método
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antioxidantes al 0.01 (v/v) con respecto al
tiempo. A las 70 h el indice de perdxido
aumento en promedio 6.5 meq kg'1 en los tres
antioxidantes probados; en este mismo lapso
de tiempo el grupo testigo mostré un indice de
peroxido de 10 meq kg’1. Los tratamientos con
los antioxidantes (vitamina E, semillas de uva y
BHT), no mostraron diferencia significativa
(p>0.05) entre ellos, pero el grupo testigo si fue
diferente a los grupos tratados (p<0.05).

Cuando se increment6 la concentracion de los
antioxidantes se observaron cambios
cualitativos y cuantitativos (Fig. 1). En este
estudio, se observé que a las 70 h el indice de
peréxido de los tratamientos aumentd a 4 meq
kg'1, mientras que en el testigo el indice de
peroxido fue de 10 meq kg'1. La concentracion
de antioxidante de 0.02 (v/v) fue mas efectiva
(p=<0.05) que la de 0.01 (v/v) para preservar el
aceite. Reische et al. (2002) estudiaron
diferentes concentraciones de antioxidantes e
indicaron que la estabilidad antioxidante del
conservador debe presentar las siguientes
caracteristicas, tener una estabilidad oxidativa,
adicionado a bajas concentraciones, obtener
una maxima actividad antioxidante, y no ser
prooxidante.

80.02% D0.01%

BHT

0 10 20 30 40 50 60

Actividad antioxidante (%)

Fig. 2. Cuantificacion de la conservacion del aceite de amaranto con antioxidantes naturales: vitamina

Semillade uva j

Por ofro lado, Matissek et al. (1999)
proponen una clasificacién de las grasas y los
aceites sometidas a pruebas aceleradas (60 °C
a 48 h): aceites con un indice de peréxido de 8
a 12 meq kg'1 se consideran estables, con un
IP de 20 a 24 meq kg~ la estabilidad esta
condicionada de tres a cuatro meses, y si es
mayor a 24 meq kg'1 los aceites deben
refinarse ya que no son estables. Asi se
determind que el aceite de amaranto refinado
es estable por tiempos superiores a cuatro
meses cuando se adicionan antioxidantes
como los usados en este trabajo, debido a que
su indice de peréxido es menor a 8 meq kg'1 a
70 h.

Cuantificacion de la actividad antioxidante de
los conservadores en el aceite de amaranto

Los resultados del efecto de los
conservadores en el aceite de amaranto, se
observan en la (Fig. 2).

Todos los conservadores mostraron actividad
antioxidante a una concentracién de 0.01 (v/v),
dando una actividad antioxidante menor a

B80.02% D0.01%

BHT |

Vitamina E

0 10 20 30 40 50

Actividad antioxidante (%)

E y semilla de uva al 0.02 (v/v) y sintético: BHT (g/L), empleando el método acelerado a 60 °C.
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35.3%; el antioxidante sintético (BHT) presento
una mayor actividad con 37%. Cuando la
concentracion de los conservadores se
incrementd a 0.02 (v/v), la actividad
antioxidante aumenté en la mayoria de los
casos (51.3%). La vitamina E fue mejor al
presentar 54% de actividad (Fig. 2), debido a
que los tocoferoles donan un atomo de
hidrégeno de su anillo cromano del grupo 6-
hidroxi al radical originando
hidroperdxidos y radicales tocoferol-peroxi. El
electrén no apareado del antioxidante se
deslocaliza dentro del anillo aromatico lo que
estabiliza el compuesto formado y deteniendo
de esta manera la oxidacion del aceite (Liebler
et al., 1990, Simic, 1980).

peroxi,

El aceite de amaranto se preservo
satisfactoriamente con vitamina E (a-tocoferol)
a 0.02 (v/iv) y 60 °C, es decir a una baja
concentracion del o-tocoferol y a
temperatura en la dificilmente se
almacenaria. Al respecto, Jung & Min (1990),
analizaron
tocoferoles para disminuir la oxidacién del
aceite de soya almacenado en la oscuridad a
55 °C, el mejor resultado fue a
concentracion de 100 ppm en comparacién con

una
cual

distintas  concentraciones de

una

las mejores concentraciones recomendadas a
250 y 500 ppm. Por otro lado, Hiroaki & Keniji
(1997) utilizaron a-tocoferoles al 0.2 (m/m)
sobre el aceite de sardina, el cual almacenaron
a 40 °C, obtuvieron una actividad antioxidante
de 71% en el aceite de sardina.

Segun las Normas Mexicanas (SECOFI,
1985a y 1985b) la concentracion maxima para
el empleo de a-tocoferol es 0.03 (v/v) para
preservar los aceites de maiz y cartamo.
Entonces, se propone usar 0.02 (v/v) de a-
tocoferol y almacenarlo a temperatura ambiente
o en refrigeracion. Al respecto, hay que
mencionar que de acuerdo a la literatura, la
semilla de amaranto de la especie A.
hypochondriacus contiene 374 ppm de o-
tocoferol, después de la extraccién se reportan
370 ppm, (Sun et al., 1997). Sin embargo se
sabe que durante los procesos de refinacion y
blanqueo, debido al material empleado, gran
parte del a-tocoferol se pierde.

Tratamiento termo-oxidativo en el aceite de
amaranto

Los resultados de la prueba termo-oxidativa
en el aceite de amaranto se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Parametros realizados al aceite de amaranto.

PH Cfi Cff Ipi Ipf
Aceites IAI IAf

(°C) (unidades)l (ynidades) (meq kg™ | (meq kg™)
Testigo| 150+0.047| 3.2+0.087 | 4.6+0.033 |0.05+0.004 | 1.87+0.051|1.4+0.072 |15+0.080
AAE 220+0.032| 3.2+0.010 |4.3£0.021 |0.05%£0.007 | 0.88+0.030|1.4+0.011 |11+0.045

PH: Punto de humo. Cfi y Cff: Color fotométrico, inicial y final, IAi e IAf: indice de acidez, inicial y final (expresado como

porcentaje de &cido oleico). IPi e IPf: indice de perdxido inicial y final: IPi y IPf. Testigo: Aceite de amaranto sin antioxidante,

AAE: Aceite de amaranto con vitamina E (0.02%).
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Como se puede observar, el aceite de
amaranto con vitamina E tuvo un indice de
acidez de 0.88 expresado como porcentaje de
acido oleico y un punto de humo superior a los
215 °C, el aceite de amaranto sin antioxidante
(testigo) presenté un indice de acidez de 1.87 y
un punto de humo menor a 215 °C, (Tabla 1),
éste ultimo no es adecuado para freir porque
se cuantificaron una mayor cantidad de acidos
grasos libres debido a la oxidaciéon térmica, y
estos no son un buen indicador de calidad del
aceite, porque reaccionan rapidamente para
formar polimeros y compuestos volatiles (Paul
& Mittal, 1997). Por otra parte, Psomiadou &
Tsimidou (2002) reportaron que el a-tocoferol a
una concentracion de 100 mg kg™ retardé la
degradacion del aceite de oliva, siendo mas
apropiada cuando los productos de oxidacion
alcanzan concentraciones criticas, ya que este
antioxidante es consumido en las primeras
etapas de la oxidacién, preservando el aceite.

Con respecto al cambio en el color, los
tratamientos de aceite de amaranto (testigo y
con antioxidante) presentaron una oxidacién en
el color de 1 unidad, esto debido al contenido
de pigmentos como carotenos, que al
incrementar la temperatura se
rapidamente (Psomiadou & Tsimidou, 2002).

oxidaron

En la degradacion de los acidos grasos, el
testigo presentd un incremento de 6 veces en
el indice de perdoxido y en el aceite con
antioxidante se incrementd6 a 5 veces este
indice. Romero et al. (2000), reportaron que los
peroxidos presentan una mayor inestabilidad
bajo condiciones extremas de temperatura y
estos forman productos de oxidacion
secundaria (compuestos polares, volatiles y
polimeros) y al cuantificarlos, éste valor es bajo
porque los perdxidos tienden a descomponerse
a 180 °C.

El aceite de amaranto con antioxidante y

BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 1

posiblemente el contenido de escualeno se
mantuvo estable, ya que se encontré un total
12 g de escualeno por kg de aceite; este
hidrocarburo insaturado presenta propiedades
antioxidantes, como lo reportaron Bollan &
Hughes (1949), cuando
autoxidacion del escualeno a 55 °C y dedujeron
que por cada molécula oxidada de escualeno
dos moléculas de oxigeno son consumidas,
debido a la reaccion del escualeno con el
radical libre y la formacion final de un
diperéxido. Indicaron que los radicales ciclan
de forma mas eficiente la molécula de
escualeno que un atomo de hidrégeno, debido
al espacio entre los dobles enlaces del
escualeno que favorece la ciclizacion de los
radicales peroxi. Ademas, mencionan que los
productos de la oxidacion del escualeno
permanecen invariables durante un parametro
de absorcion de oxigeno, de modo que no
pueden participar enérgicamente en la
propagacién de las reacciones. Hay que
destacar que el contenido de escualeno en el
aceite de amaranto se encuentra en el intervalo
descrito en la Legislacion de la Comunidad
Europea, que esde 8 a 12 g kg'1, para evaluar
la calidad del aceite de oliva virgen (Lanzén et
al., 1994).

investigaron la

Tratamiento de foto-oxidacion en el aceite de
amaranto

Los resultados de la prueba de foto-
oxidacién en el aceite de amaranto se
muestran en la Fig. 3. Como p uede
observarse, en general, existe un incremento
del indice de perdxido en los diferentes
tratamientos con el antioxidante al 0.02 (v/v)
con respecto al tiempo. A las 35 h de estudio el
indice de peréxido se incrementé en promedio
15 meq kg™ con el antioxidante probado, lo cual
incrementd la oxidacion de los acidos grasos
por la formacién de los hidroperéxidos. La alta
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Fig. 3. Tratamiento de foto-oxidacion del
aceite de amaranto

reactividad del grupo metileno adyacente al
doble enlace, es acelerado por la luz, debido a
que la energia luminosa presenta longitudes de
onda mas corta que origina efectos
perjudiciales en un menor tiempo en
comparacion con la oxidacién por el oxigeno
(Sattar et al., 1976). En el aceite de amaranto
se formaron reacciones de oxidacién y esto
ocasiond la presencia de olor a rancio,
indicativo de la produccion de compuestos
carbonilicos, hidrocarburos,
substituidos, aldehidos, alcoholes y cetonas
(Ceballos et al., 2003); por otro lado en este
mismo lapso de tiempo el grupo testigo mostré
un indice de peréxido de 18 meq kg'1. Es decir,
el antioxidante retardé la degradacion del
aceite (p<0.05), sin embargo se present6 al
mismo tiempo que en el testigo.

furanos

Es muy probable que la presencia de
escualeno en el testigo (12 g kg™ de aceite)
haya favorecido su conservacion como
reportan Psomiadou & Tsimidou (1999),
quienes indican que 7 g kg'1 de escualeno es
suficiente para retardar los efectos de la
oxidacion en el aceite de oliva virgen.

CONCLUSIONES

BioTecnologia, Afio 2009, Vol. 13 No. 1

La vitamina E a una concentracion de 0.02
(v/v) proporcioné al aceite de amaranto un
efecto protector de 54% de actividad
antioxidante, lo cual mantuvo estables a los
acidos grasos y no presenté el olor a rancio
caracteristico de deterioro, ya que los
productos de oxidacién (hidroperéxidos) y los
procesos de auto-oxidacién de los acidos
grasos fueron minimos. Por tanto, la vitamina E
al 0.02 (v/v) es el mejor antioxidante de los tres
estudiados y, ademas, es un producto natural.
El resultado del 54% de efecto protector indica
que el aceite de amaranto se puede almacenar
por cuatro meses, de lo cual se infiere que si el
aceite se almacena a temperatura ambiente, el
indice de peréxidos seria menor y se podria
almacenar por periodos mas prolongados. El
aceite de amaranto con vitamina E a una
concentracién de 0.02 (v/v), se puede utilizar
para freir porque tiene un punto de humo de
220 °C, manteniendo su olor y sabor
caracteristico. Ademas, tiene un
protector sobre los &cidos grasos, sin embargo
al exponerlo a la luz, el aceite incrementd los
productos de oxidacién (hidroperoxidos) y los
procesos de auto-oxidaciéon de los acidos
grasos y presentoé el olor a rancio caracteristico
de deterioro, por lo tanto el aceite de amaranto
debe almacenarse donde no incidan los rayos
de luz directamente.

efecto
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