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Instrucciones para los autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original, asi como de revisién 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 tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados
a todo el manuscrito serdn 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.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25
paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las
publicaciones 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), ADN, ARN y otras comUnmente
aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacidn original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales hasta sus aplicaciones,
incluyendo: Enzimas y Biocatdlisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y Vegetal, Biotecnologia
Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia
y biocombustibles, Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y
biomateriales, Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética .

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

1. Eltitulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El titulo
debera estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones y férmulas.

2. El nombre de los autores ocupard 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, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacion. En el siguiente rengldn con letra itdlica Arial del mismo tamafio, se incluird la
direccion postal de la institucidon de adscripcidn de los autores, asi como la direccién de correo
del autor corresponsal.

3. Se deberd afadir un Resumen de no mas de 250 palabras en espaiol y el correspondiente
Abstract en inglés.

4. Seincluirdn 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).
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Instrucciones para los autores

Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste de pondra como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente rengldn se iniciara el
texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 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 seccién
o subtema nuevo. Los géneros y especies deberdn escribirse en letras itdlicas.

Las figuras deberdn numerarse con ardbigos, 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 edicién, se recomienda indicar la ubicacidon 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.

Las tablas también se numerardn con ardbigos ubicados en la parte superior de las mismas e
incluiran un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberdn ser indicadas con letras
minusculas en superindice. La ubicacién de las tablas sera sefialada en el texto, pero se anexaran
en hojas separadas y al igual que las figuras, al final del manuscrito.

La informacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar con
facilidad a la fuente de informacidn original. En el texto del trabajo, las referencias se citan por
autory 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 escribird como sigue: “Gutiérrez et al. (2003), han demostrado...” O
bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si la cita es una pagina de
Internet, la direccién URL deberd escribirse completa y entre paréntesis directamente en el
texto.

La lista de Referencias se deberd escribir con el mismo tipo de letra del texto principal (Arial
tamanfio 10) de acuerdo al siguiente formato:

Articulos:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in
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Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
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Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura del
complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. Xl Congreso
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Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.

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 pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacién y
difusién de la actividad cientifica y tecnoldgica. En ningln caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo con
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para mantener comunicacion con el editor sobre la evolucién de la revisién y sobre la aceptacion
del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccién. En
esta condicién no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la
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Editorial

PREMIO ALFREDO SANCHEZ MARROQUIN

La Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria estableci6 en 1999 este
reconocimiento a las mejores tesis en Biotecnologia y Bioingenieria en los niveles de
licenciatura, maestria y doctorado, para premiar el esfuerzo y reconocer el mérito intelectual
de estudiantes que, trabajando en instituciones mexicanas, contribuyen al desarrollo de

estas disciplinas en nuestro pais.

El nombre de Alfredo Sanchez Marroquin fue elegido para este premio en honor de
uno de los mas destacados investigadores y profesores en el ambito de la Biotecnologia de
nuestro pais. Sus contribuciones a la ciencia y tecnologia mexicana durante practicamente
dos tercios del siglo XX son sin duda alguna relevantes. Sin embargo, es particularmente
importante la labor docente que realiz6 en dos de las instituciones de educacion superior
mas importantes del pais: el Instituto Politécnico Nacional y la Universidad Nacional
Auténoma de México. Su entrega a la academia, a través de la catedra cotidiana y de la
direccion de tesis, fueron cimientos para la consolidacion de la biotecnologia y la

bioingenieria en México.

En 1999, la mesa directiva de la SMBB, encabezada entonces por el Dr. Enrique
Galindo present6 la iniciativa del premio al Sr. Toru Ogawa, Director General de Yakult
México, quien de inmediato decidié acogerla por el estimulo que representa para los
jévenes en formacién y por el reconocimiento implicito a la trayectoria del Dr. Sanchez
Marroquin. Desde entonces, la empresa Yakult ha patrocinado generosamente esta
iniciativa, la cual se inicia con la participacién entusiasta de alumnos recién graduados de
muy diversas instituciones de todo el pais. Posteriormente, el esfuerzo se centra en la
Comision de Premios de la SMBB, que en este bienio (2018-2020) se encuentra integrada
por los doctores: Alvaro R. Lara (UAM), Maria Soledad Cérdova Aguilar (UNAM), Katiushka
Nifio Arévalo (UANL), Carolina Pefia Montes (ITVER) y José Luis Martinez Hernandez
(UAdeC).

Por su trabajo quiero felicitar a todos los participantes y en especial a los ganadores

gue en esta ocasion fueron:

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 3 7
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Editorial

En la categoria de Doctorado:

Dr. Karim Enrique Jaén Chéavez del grupo del Dr. Alvaro Lara y del Posgrado en
Ciencias Naturales e Ingenieria UAM Cuajimalpa por el trabajo “Desarrollo de una
plataforma eficiente para la produccién de ADN plasmidico en condiciones microaerobias

por Escherichia coli.

En la categoria de Maestria:

M. en C. Daniel Santillan Cortez del grupo del Dr. Paul Mondragon y de la Maestria en
Ciencias de la Salud Instituto Politécnico Nacional, por el trabajo “Induccion de

tubulogénesis in vitro en matrices 3D utilizando células endoteliales humanas”.

Y en la categoria de Licenciatura:

Lic. Iris Cristina Arvizu de Le6n del grupo del Dr. Luis H. Alvarez y de la licenciatura en
Biotecnologia Gendmica, FCB-UANL por el trabajo “Biotransformacién de rojo congo
acoplado a la oxidacion de p-cresol con mediadores redox inmovilizados en carbén

activado”.

En este numero de la revista se presenta el trabajo de los ganadores.

Dra. Romina Rodriguez Sanoja
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Editor
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PREMIO ALFREDO SANCHEZ MARROQUIN
CATEGORIA DOCTORADO

Oportunidades en la produccién de ADN, en Escherichia coli bajo

limitacion de oxigeno disuelto
Karim E. Jaéna*, Juan C. Sigala®, Alvaro R. LaraP
aDepartamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de
Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México. Av.
Universidad 2001, Col. Chamilpa,Cuernavaca, Morelos, Mexico. CP
62210
bDepartamento de Procesos y Tecnologia, Universidad Autbnoma
Metropolitana-Cuajimalpa, Av. Vasco de Quiroga 4871. Col. Santa Fe
Cuajimalpa, Cuajimalpa, Ciudad de México, México. C.P. 05348
Correo electronico: jaenkarim@gmail.com

RESUMEN

El renovado auge de los biofarmacos basados en ADN plasmidico ha venido acompafiado de
numerosos desarrollos tecnolégicos para incrementar su produccién masiva. Esto ha sido posible
mediante la integracion de diversas estrategias sobre la plataforma de manufactura actual,
consistente en cultivos de alta densidad celular de E. coli. Estos esfuerzos pueden estar
comprometidos por un problema inherente al cultivo microbiano aerobio que es la limitacion de O-.
La implementacion de los métodos disponibles para contender con esa problematica es complicada
e impondrian costos elevados en la escala productiva. La microaerobiosis es una condicién ventajosa
que puede ser considerada para la produccién de ADNp, si se dispone de células con un mejor
desempefio metabdlico bajo limitacion de O: y estrategias moleculares que maximizan los
rendimientos de plasmido en esa condicion. Esto ha sido aprovechado mediante células que
expresan la hemoglobina de Vitreoscilla y replicones de plasmidos que contienen el promotor
microaerobio Pygp con resultados promisorios para su aplicacion industrial.

Palabras clave: ADN plasmidico, microaerobio, E. coli, hemoglobina de Vitreoscilla VHb

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3 9
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ABSTRACT

The plasmid DNA based biopharmaceuticals renewed boom has come along with several
technological developments to increase their largescale production. This has been achieved by the
combination of many strategies to increase plasmid DNA yields in the current manufacturing platform,
which consists in E. coli high cell density cultivation. Nonetheless, all these efforts could be
compromised by an inherent problem of the aerobic microbial cultivation that is the O: limitation. The
available methods to counteract this problematic have complexity and economical concerns for their
application at productive scales. Microaerobiosis represents an advantageous condition that can be
considered for pDNA production upon availability of cells possessing better metabolic performance
under Oz, as well as molecular strategies that maximize pDNA yields under such condition. This has

been exploited by cells expressing the Vitreoscilla hemoglobin and plasmid replicons containing the

microaerobic promoter Pygn, With promising results for harnessing their industrial use.

Key words: Plasmid DNA, microaerobic, E. coli, Vitreoscilla hemoglobin.

INTRODUCCION

A més de dos décadas del
surgimiento del ADNp como vector alternativo
de vacunacion y terapia génica, el ADNp no
figura aun como principio activo de
tratamientos de terapia génica para humanos.
Sin embargo, es el vector no viral
predominante para la introduccién de
transgenes en las células en los ensayos
clinicos de terapia génica (de acuerdo a la
base de datos “Gene Therapy Clinical Trials
Worldwide”

proporcionada por Journal of Gene Medicine)

(http://www.abedia.com/wiley/)

y es principio activo de tratamientos en salud
animal (Kutzler & Weiner, 2008). Otra
aplicacion importante del ADNp es en la
produccion de bioterapéuticos mediante la
expresion transitoria de genes (TGE por sus
siglas en inglés), una alternativa a la expresién
estable para la produccién rapida de proteinas
recombinantes terapéuticas y vectores virales

en células CHO y HEK293, principalmente con

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3

el objetivo de proveer material para las
pruebas clinicas. Debido a la baja eficiencia
de transfeccién (inferior al 70%), se necesitan
cantidades considerables de plasmido (1-2 nug
ADNp por mL de cultivo) y reunir atributos de
calidad tales como fraccion de plasmido
superenrollado (FSE de 70-90%) y pureza
(Az60nm/280nm de 1.8-2.0), lo que representa un
costo importante del proceso (Baldi et al.,
2007; Cheng et al., 2011, Gutiérrez-Granados
etal., 2018). Todo esto impone un desafio a la
capacidad de manufactura actual.
Actualmente el ADNp se produce en
cultivos de alta densidad celular (CADC) de E.
coli; principalmente de la cepa DH5a que,
mediante la integracion de una estrategia de
termoinducciéon de 30-42°C, un perfil de
alimentacion exponencial de glicerol y un
medio de cultivo propietario, se ha podido
obtener una concentracién y rendimiento
especifico de ADNp (Yrix) de 2.6 g/L y 56 mg/g
(Carnes et al., 2011), los mas altos reportados

10
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hasta ahora. Sin embargo, estan por debajo
del maximo teérico que es de 592 mg/g
(Cunningham et al., 2009). Mas aln, existen
reportes de que la presencia de secuencias de
insercion en el cromosoma de E. coli
DH50 comprometen la integridad estructural
del plasmido, sobre todo bajo las condiciones
de cultivo en el biorreactor (Van der Heijden et
al., 2013; Goncalves et al., 2014). Otros
hospederos celulares como E. coli W3110, E.
coli MG1655 y E. coli BL21crecen mejor que
E. coli DH5a durante su cultivo en biorreactor,
e inclusive han llegado a equiparar sus
rendimientos (Yau et al., 2008, Phue et al.,
2005). Para incrementar la capacidad
productiva de ADNp de E. coli, se han
modificado algunos genes del metabolismo
central (Flores et al., 2004, Borja et al., 2012)
de la replicacion del plasmido (Sprenger GA,
1995; Sorensen & Jensen, 1996), pero adn
hay muchos blancos genéticos no probados
con enorme potencial (Gongalves et al., 2012)
para el disefio de una cepa robusta para la
produccion de ADNp en biorreactores con
capacidades de 5-20 m?3 tipicas de
biofarmacéuticos y quimicos finos (Takors,
2012), en particular, que puedan contender
con un problema inminente y muchas veces
inevitable como lo es la limitacién por oxigeno.

Otras estrategias para la produccién
masiva de ADNp y de aplicacién més versatil
como esquemas de induccion de la replicacion
guimicos (adicion de cloranfenicol
(Reinikainen et al.,, 1989), adenosina
monofosfato y limitacion por aminoéacidos
(Riethdorf et al., 1989; Neubauer et al., 1996;

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3

Wang et al., 2007; Silva et al., 2011; Silva et
al., 2012) aunque efectivos, su aplicacion
puede estar limitada por restricciones
regulatorias o sus implicaciones economicas.
En el caso particular de la limitacion por
aminoacidos, esta puede activar la respuesta
estricta en cepas relA (Valdez-Cruz et al.,
2010). La termoinduccion es una estrategia
que prescinde de la adicion de aditivos
guimicos. Esta basada en la desestabilizacion
térmica del complejo inhibitorio de Ia
replicacion RNAI-RNAIl al incrementar la
temperatura de cultivo hasta 39-45 °C
(Ongkudon et al., 2011; Carnes et al., 2011;
Jaén et al, 2013). Sin embargo, esto
desencadena la respuesta de choque térmico
en el hospedero que despliega proteasas y
chaperonas para contrarrestar la
desnaturalizacion de las proteinas celulares
(Arséne et al, 2000), con consecuencias
catastréficas para la célula (Hoffmann &
Rinas, 2001; Wittmann et al., 2007, Hasan &
Shimizu, 2008).

Por otro lado, estrategias moleculares
tales como la poliadenilacion de RNAI
(Jasiecki & Wegrzyn, 2006) y la expresion de
Cas3 (una enzima que posee actividad
nucleasa y helicasa) (Howard et al., 2011)
aumentan la disponibilidad de RNAII. Esto se
logra al impedir la formaciéon del complejo
inhibitorio RNAI-RNAIl y acelerar la
degradacion de RNAI. Como resultado, han
incrementado el ndmero de copias Yy
rendimientos de plasmido hasta 5 veces. La
interferencia de RNAI por ARN antisentido no

ha sido probada hasta el momento, pero un
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acercamiento teérico indica que puede
incrementar en un 25% el ndmero de copias
(Freudenau et al., 2015). La eliminacion de
RNAI compromete RNAII, descontrola la
replicacion y hace inestable al plasmido
(Morita & Oka, 1979). La sobreexpresion de
RNAII mediante la duplicacion del origen de
replicacion (Wang et al., 2006) o a partir de
promotores como P15 (Bacharov et al., 1990),
Puwp (Gayle 1lI et al., 1986), Pwc (Togna et al
1993) y Py (Jaén et al, 2019°) han
incrementado el Yex de plasmidos de alto y
bajo nimeros de copias hasta 10 y 25 veces,
aunque otros autores encontraron que la
elevada transcripcion de RNAII a partir de Pt
disminuy6 el nimero de copias de plasmido
atribuida a un plegamiento no funcional de
RNAII (Chao et al., 1995). En todos estos
casos la induccion requirio IPTG, y el

reemplazo o incorporacion de promotores

Poliadenilacion

Poli(A)
polimerasa |

man Y
Sobreexpresiénde RNAII r~
w)\l

RNAIl o
Degradacion

5 mait 3
3 L _rnal ] 5

P: tac, tre, trp, T5, T7
IPTG

OoH

Adicion de W © @
Ox s HN 0 ADND

cloranfenicol
o

X

cl cl

RNA (UAG)

Interferencia
cas3 ARN antisentido

alrededor del replicon fue probado
principalmente en plasmidos de bajo nimero
de copias.

Aunque existen esquemas de
induccién para aumentar el rendimiento de
ADNp, tanto quimicos como fisicos, su
efectividad esta limitada al desempefio del
hospedero celular, y por tanto, son
vulnerables a las deficiencias de oxigeno. Los
esfuerzos aplicados hasta el momento son
escasos, pero con resultados que confirman
su enorme potencial. Sin embargo, sus
beneficios pueden verse mermados al
trasladar el bioproceso a gran escala por un
problema inherente e inevitable que es la
limitacion de O2. En este trabajo se han
revisado los métodos implementados para
contender la limitacién de Oz y como estos han

contribuido a mejorar la producciéon de ADNp.

L& Limitacién de
H2”/\f aminoécidos
OH
AA + ATP = aminoacil-AMP+PP; (1)

aminoacil-AMP+ARNt = aminoacil-ARNt + AMP  (2)

- 0 Adicién de
| AMP
42 °C
Incremento de
la temperatura
30°C

Figura 1. Estrategias moleculares y de proceso para incrementar la produccién de ADNp. La

replicacion de los plasmidos tipo pUC es favorecida cuando se impide la formacion del complejo

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3

12



Articulos

inhibitorio RNAI-RNAII. Esto se logra incrementando la temperatura de cultivo por arriba de 32 °C lo

gue provoca su desestabilizacién, asi como con la degradacion de RNAI mediada por su

poliadenilaciéon o por la nucleasa Cas3, o bien por su bloqueo con ARN antisentido, como los ARN

de transferencia (ARNt) no cargados. Los niveles intracelulares de ARNt no cargados se incrementan

con la adicion del nucle6tido AMP y la limitacion de aminoacidos (reacciones 1y 2). La replicacion

del ADNp también se incrementa cuando se propicia la formacién del hibrido RNAII-ADN. Esto se

logra al incrementar la abundancia de RNAII mediante su sobreexpresion a partir de promotores

inducibles por IPTG. Una estrategia que redirige los recursos biosintéticos para la replicacion del

plasmido consiste en la adicién de cloranfenicol. Cuando este antibiético inhibe la actividad ribosomal

bacteriana y la replicacion del ADN gendmico, deja disponible la maquinaria replicativa para el

plasmido.

El problema de la limitacién de O, disuelto en
el biorreactor

El aumento en el nimero de células
con el tiempo incrementa la velocidad de
consumo de Oz y provoca la disminucion
progresiva de la concentracion de O: disuelto
en el medio de cultivo (Garcia-Ochoa &
GOmez, 2009). Por debajo de cierto nivel de
O:2 disuelto, la célula comienza a reconfigurar
su metabolismo para mantener la generacién
de energia y de potencial reductor ante el
inminente agotamiento del Oz en el medio de
cultivo, por lo que en esta situacion se dice
gue el cultivo esti limitado por O2. En los
reactores de escala industrial la limitacion de
O2 no solo estd en funcion del tiempo del
cultivo, sino también del espacio como
resultado del mezclado ineficiente. Esto
conduce a una pobre dispersion vy
homogenizacion del Oz por lo que surgen
regiones con diferentes concentraciones de
O: (gradientes), y por consecuencia de
diferentes velocidades de transferencia de Oz
(VTO) (Lara et al., 2006%). Estas
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heterogeneidades a las que se exponen los
hospederos celulares, que inclusive se
magnifican con el aumento en la escala, son
las responsables de la disminuciéon en su
desempefio. Esta adaptacion fisiologica de la
célula ocurre con gran rapidez (menos de 2 s),
de manera que su exposicién continua y
prolongada a gradientes de O2 como en un
biorreactor de escala productiva, conlleva a
una disminucion considerable en su
crecimiento y a un incremento importante en
la acumulacién de metabolitos parcialmente
oxidados, en comparacion a condiciones
aerobias constantes. Esto se debe a que el
metabolismo anaerobio predomina en la
célula independientemente de su transito a
condiciones aerobias. EI CAT opera en modo
reductivo y oxidativo y el citocromo bd
reemplaza al citocromo bo. Las vias
fermentativas estan activas tal como lo refleja
el aumento en la produccion de acetato,
formiato, lactato, succinato y etanol, asi como
el elevado nivel de transcritos de akcA, poxB,
adhE, IdhA, pflD, fdhF, frdD, aunque la

expresioén de los genes reguladores no cambia
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de manera importante (Lara et al., 2006%). En
el caso extremo del transito de las células
hacia regiones del biorreactor con alta
concentracion de sustrato y  baja
concentracién de O2, tal como ocurre en la
zona de adicion en un lote alimentado, se
intensifica la produccién de acidos organicos

y etanol, en gran parte debido a un incremento

en la tasa de consumo especifico de sustrato
(Yxs), para maximizar la produccion de ATP a
nivel de glicolisis. Esto representa un
desperdicio considerable de carbono que
impacta negativamente en el crecimiento
celular y su productividad (Lara et al., 2006 ¢
y 2009).

_02

7o\
\92/‘ M

veco<vro

»  wo=vro,,,

Veo = _‘Iozx VTo = kLa([OZ]sat T [02]) [0,15[0,]csitica

Glucosa

Piruvato

Acetil-CoA Acetato

H,0

co,

Succinato = PEP
2NAD" 2NADH /

Glucosa

Formiato

t L ruvato ———> Lactato
NADH  NAD*

2NADH + 2H* Acetil-COA mwmmmdp Acetato
2MAD \

Figura 2. Limitacion de O2 disuelto en el biorreactor - origen y consecuencias sobre el metabolismo

central de E. coli. La velocidad de consumo de Oz (VCO) se incrementa con el aumento de la

concentracién celular. Cuando se equiparan las VCO y VTOmax, la concentracion de O: disuelto

disminuye hasta un nivel critico. Bajo la limitacion de Oz, se inhibe la actividad respiratoria del

hospedero celular, el cual reconfigura su metabolismo para mantener la generacion de energia y el

poder oxidativo. Como consecuencia, gran parte de la fuente de carbono es oxidada parcialmente a

metabolitos que son excretados al caldo de cultivo e impactan negativamente el crecimiento celular.

Impacto de la disponibilidad de O, sobre la produccién de ADNp.

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3
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Pese al crecimiento potencial del
ADNp como agente terapéutico, es poco lo
que se ha investigado sobre el impacto de las
condiciones a gran escala sobre la produccion
de ADNp. Se ha reportado que la exposicién
transitoria (1.6 h) a limitacién de Oz disminuye
la fraccion de células portadoras de plasmido
en cultivo (Hopkins et al., 1987). Namdev et al.
(1993) reportaron que las fluctuaciones de
oxigeno creadas por la aireacion intermitente
no condujeron a la segregacién de plasmido,
pero ocasionaron una disminucion en el
namero de copias de plasmido. Por el
contrario, el nimero de copias de plasmido en
un cultivo contintio operado a una TOD de 0-
25% fue 75% mayor que a una TOD de 90-
100% sat. de aire (Ryan & Parulekar, 1990).
De acuerdo a otros reportes, las condiciones
microaerobias (TOD = 5% sat. de aire) no
provocaron la pérdida del plasmido e incluso
increment6 el titulo de plasmido en
comparacibn a condiciones  aerobias
(Passarinha et al.,, 2006). Esto ha sido
observado en otros trabajos. En la produccion
de ADNp en un cultivo en biorreactor en modo
lote, el Yrix a TOD<2% sat. de aire fue 38%
superior a las condiciones aerobias; bajo TOD
heterogenea (0-90% sat. de aire) creada por
el cambio en la velocidad de agitacion cada 10
min a lo largo del cultivo no fue
significativamente diferente de la observada
en aerobicidad (Jaén et al.,, 2017). En la
evaluacion de cultivos bajo VTOs de 10, 14,
30,45y 110 mmol LT h'1, el Ypix se increment6

gradualmente con la disminucién en la VTO y
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fue hasta 2.5 veces superior con la VTO mas
baja con respecto a la de los cultivos con la
VTO més alta (Lara et al., 2019%). El Yeix en la
produccion de un plasmido sintético que
contiene una versiéon minima del replicon R1
en dos cepas de E. coli, fue 1.8-3.6 veces mas
alto en microaerobicidad que aerobicidad
(Lara et al., 2019Y). El aumento de Ypx cuando
se limita el Oz se atribuye principalmente a la
consecuente disminucion en la velocidad de

crecimiento especifico (u).

Impacto de la disponibilidad de O» sobre la
calidad de ADNp

Los efectos de la disponibilidad de Oz
sobre la calidad del plasmido producido no
han sido apropiadamente caracterizados. Por
ejemplo, la fidelidad de la secuencia debe
verificarse  durante los procesos de
produccién, mientras que la topologia del
plasmido es un factor de calidad requerido
para su uso terapéutico y la transfeccion a
células en cultivo (Cherng et al., 1999).
Cortassa & Aon (1993) demostraron que el
superenrrollamiento se incrementd 6 min
después del transito de E. coli de aerobiosis a
anaerobiosis, y que el superenrrollamiento fue
maximo 20 min después de ese cambio. Esto
fue atribuido a una disminucion en la actividad
de relajacion del ADN de la topoisomerasa | y
a la actividad constante de la girasa después
del cambio a anaerobiosis. Jaén et al. (2017)
no observaron diferencias en la topologia del
plasmido pVAX1 producido en cultivos

aerobios y microaerobios de E. coli W3110
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recA a TOD constante, pero si una
disminucién del 20% en la fraccién de
plasmido superenrrollado (FSE) y un aumento
en la heterogeneidad del plasmido reflejada
en la mayor variabilidad de la FSE y las
diferencias en la movilidad electroforética de
las poblaciones de plasmido producido en
cultivos con oscilaciones en la TOD. En este
mismo reporte se demostré que la secuencia
de los plasmidos no fue afectada por la
limitacibn de O2. Ramirez et al. (2016)
tampoco encontraron diferencias en las
secuencias de un plasmido terapéutico
producido por E. coli DH5a y E. coli VH33 en
cultivos que experimentaron limitacién de Oa.
En la produccion del plasmido pUC18 por E.
coli W3110 recA  en cultivos alimentados
exponencialmente con glucosa, se observo un
incremento en la variabilidad de la FSE
cuando se cambié la TOD de 30% a < 2% (sat.
aire) (Jaén et al., 2019). Esto mismo también
se observo, aunque en menor intensidad en la
produccion del plasmido pVAX1 por las cepas
E. coli W3110 recA" y E. coli BL21(DE3) en
cultivos en modo lote cuando la TOD cay6 de
>40% a 0% cuando se disminuy6 la velocidad
de agitacion de 1250 rpm a 750 rpm. Se ha
observado que a VTOs inferiores a 30 mmol L-
1 h?1, la FSE disminuye mientras que la
fraccion de las isoformas lineal y circular
relajada se incrementan (Lara et al., 20192). Al
poner en balance los rendimientos y la
calidad, los autores determinaron una VTO
optima de 30 mmol L?! h? y escalaron la
produccion del cultivo en microplaca de 0.9

mL a biorreactor de tanque agitado de 1000
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mL en el que practicamente reprodujeron el
Yeixy FSE obtenidos en el sistema de cultivo
de microplaca. EI hecho de que Ia
microaerobicidad no  compromete la
produccion y calidad (fidelidad de la secuencia
y FSE) de ADNp, representa una condicion
ventajosa para la manufactura de esta
biomolécula. Sin embargo, es necesario
robustecer los hospederos celulares para
tolerar mejor los ambientes con TOD
heterogenea, los cuales si repercuten
considerablemente en el crecimiento celular y

la FSE.

Estrategias para incrementar la produccién de

ADNp bajo limitacién de O

Estrategias de proceso

Maximizar la VTO en el disefio y
operacion de los biorreactores permite
prolongar el tiempo productivo de la fabrica
celular, desde los sistemas de cribado masivo
de apenas unos cuantos mililitros (Latterman
& Bichs, 2015), preparacion de precultivos,
hasta los de produccién de decenas de metros
cubicos. Las directrices fundamentales en las
estrategias para incrementar la VTO en los
biorreactores radican en mejorar el mezclado
y la dispersién del gas, asi como incrementar
la solubilidad del O.

Incremento en el ki a

El  coeficiente  volumétrico de
transferencia de Oz (k.a) es determinante de
la VTO. A partir de su definicién fundamental,

el kca engloba el coeficiente de transferencia
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de masa en la fase liquida que comprende los
términos difusivos y convectivos, y el area
superficial de contacto entre la fase liquida y
la gaseosa. ElI ka esta fuertemente
influenciado por las propiedades
hidrodinamicas del medio, el mezclado vy el
burbujeo. A continuacién, se describen
algunas de las estrategias implementadas en
el disefio y operacién de biorreactores de

tanque agitado.

Dispersion de la fase gaseosa

Los difusores son piezas tubulares,
por lo general en forma de anillo provistas de
orificios a través de los cuales se distribuye la
corriente de aireacion al medio de cultivo.
Mientras mas numerosos y de menor didmetro
sean los orificios, se obtienen burbujas de
menor tamafio y por consiguiente mayor area
superficial de contacto gas-liquido, como en el
caso de los microdifusores de acero
sinterizado con poros de tamafio micrométrico
que incrementan considerablemente el k.a
(Fenge et al., 1993). Esto ademas contribuye
a un aumento en la retencion del gas y en el
tiempo de residencia de las burbujas (Merchuk
etal., 1998) lo cual es deseable para el cultivo
microbiano, pero no para el de células
sensibles al estrés hidrodinamico (Oh et al.,
1992; Xie et al., 2003). La posicion y el tamafio
del difusor en relacion al tipo de impulsor, asi
como el flujo volumétrico especifico, influyen
de manera importante en la dispersion del gas
en términos de su retencion (Birch & Ahmed,
1997).
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Mezclado

Esta operacion tiene como objetivos
lograr las mayores VTOs y los menores
tiempos de mezclado posibles para el cultivo
microbiano a gran escala. Sin embargo, dada
la limitada capacidad de los motores, el
margen de maniobra para incrementar el k.a
con el aumento en la velocidad de agitacién a
gran escala se estrecha, prolongando los
tiempos de mezclado (Lara et al., 2006?). Es
por ello que las mejoras en este proceso tales
como incrementar la turbulencia y minimizar
las zonas de estancamiento se consiguen
desde el disefio del tanque y los impulsores
(Kumaresan & Joshi, 2006). En general, los
impulsores de flujo radial como el Rushton
dispersan mejor la fase gaseosa en el medio
de cultivo al prolongar el tiempo de retencion
de las burbujas que los de flujo axial, a
expensas de un mayor consumo de potencia
y menor tiempo de mezclado (Vrabel et al.,
2000). El empleo de dos o0 mas impulsores en
serie incrementa la eficiencia de mezclado
dependiendo de su espaciamiento en la flecha
(Nienow & Lilly, 1979; Armenante & Chang,
1998). Cuando se combinan impulsores
radiales y axiales se obtienen menores
consumos de potencia y tiempos de
mezclado. Sin embargo, el empleo de 3
turbinas Rushton de 6 paletas espaciadas
entre si a una distancia equivalente al
diametro del impulsor, es la configuracion que
permite obtener los k.a por unidad de potencia
suministrada mas altos (Moucha et al, 2009).

Gracias a la sofisticacion de herramientas
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como la dindmica computacional de fluidos
(CFD), es posible contar con una evaluacién a
priori de los sistemas de agitacion. Por
ejemplo, Gelves et al. (2014) compararon el
desempefio del sistema tipico de impulsores
Rushton contra un sistema novedoso de
impulsores de paletas inclinadas con
microdifusores  rotatorios  mediante el
modelado de la hidrodinamica y Ila
transferencia de masa con CFD. Las
mediciones de los k a validaron los resultados
de las simulaciones y confirmaron que el
sistema novedoso incrementd el k a hasta 34
veces con un ahorro de potencia del 50% en

comparacion al sistema convencional.

Incremento en la solubilidad del O,

El gradiente de concentracion de O2
es la fuerza motriz bajo la cual tiene lugar la
transferencia de masa y alcanza su valor mas
alto cuando la concentracion de Oz disuelto en
el medio de cultivo es cero. Sin embargo, tal
condicién es prohibitiva dada la limitacion por
O2 por lo que el valor mas alto posible del
gradiente estard en funcibn de la
concentracion de O: disuelto critica. Ademas,
existe la posibilidad de incrementar la
concentracién de saturacién de Oz, por lo que
puede aumentarse aun mas dicho gradiente
bajo las estrategias que se describen a

continuacion:

Enriguecimiento de la fase gaseosa con O
puro
De acuerdo con la ley de Henry, la

concentraciéon de O: en la fase liquida es
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directamente proporcional a la presion parcial
del Oz en la fase gaseosa. Por tanto,
incrementar el contenido de Oz en la corriente
de aireacion aumenta la solubilidad de O:z en
el medio de cultivo. El suministro de mezclas
enriquecidas con Oz ha permitido incrementar
la densidad celular y los titulos de los
productos de interés con la calidad requerida
en procesos de produccion de proteina
recombinante y ADN plasmidico (Castan et
al., 2002; Shang et al., 2009, Lara et al., 2011).
Sin embargo, algunos autores sefialan que las
concentraciones elevadas de Oz
desencadenan respuestas de  estrés
oxidativo, pero sus efectos no son tan
evidentes en el crecimiento de la célula (Baez
& Shiloach, 2013). El desarrollo de
tecnologias de absorcion y de membrana han
conseguido abatir los costos de generacion de
0O2. Sin embargo, es necesario evaluar la
factibilidad de su implementacion en la escala
que se pretende operar el bioproceso

(Hendershot et al., 2010; Hashim et al., 2011).

Presurizacién

Incrementar la presién en el espacio
de cabeza del biorreactor aumenta la presion
parcial de Oz y su solubilidad en el medio de
cultivo. Esto permite un aprovechamiento mas
eficiente de la potencia volumétrica que se
refleja en altas VTO (Knoll et al., 2005). Con
respecto a cultivos de alta densidad celular no
presurizados de E. coli, la aplicacién de una
sobrepresion de 11 bar incrementé la VTO en
un 74% y la concentracion de biomasa en

268%. Resultados similares fueron
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observados con otros microrganismos (Knoll
et al., 2007). En la produccién de una vacuna
de ADN plasmidico en un cultivo de alta
densidad celular de E. coli presurizado a 8 bar,
se alcanzaron concentraciones de biomasa,
titulos y calidad del plasmido similares a los
obtenidos en el proceso enriquecido con Oa.
Sin embargo, el cultivo presurizado requirié
menor potencia volumétrica y la VTO fue 20%
superior a la del cultivo enriquecido con Ox.
(Lara et al., 2011). Sin embargo, algunas
limitaciones de esta estrategia son el COzy la
generacion de calor. El CO2 es 5 veces mas
soluble que el Oz (Rischbieter et al., 1996) y
con la presurizacion puede alcanzar
concentraciones inhibitorias. La exposicion de
E. coli a niveles de CO2 15 veces superiores a
los convencionales por periodos prolongados,
exacerba la excrecion de acetato, disminuye
el crecimiento celular y la produccion de
proteina recombinante (Baez et al., 2009 y
2011). Por otro lado, la operacion a VTOs
superiores a 0.7 kmol/m?3 h en un biorreactor
de 5 m3, estd limitada por la capacidad de
disipacibn de calor, que representa el
concepto mas costoso en la adquisicion y

operacion del mismo (Knoll et al., 2005).

Disminucién de la temperatura de cultivo
Considerando que tipicamente E. coli
se cultiva a 37 °C, disminuir la temperatura a
30 o inclusive a 25 °C aumenta la
disponibilidad de Oz en el medio de cultivo
entre 10 y 20%. Sin embargo, el k a disminuye
con el aumento en la viscosidad y la tensién

superficial del medio por lo que la VTO se
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mantiene sin cambios importantes con la
temperatura (Vogeelar et al, 1999, Lee et al.,
2017). No obstante, los beneficios de esta
estrategia estriban en gran medida en la
fisiologia de E. coli al minimizar la carga
metabdlica de la fabrica celular e incrementar
la 4y el rendimiento de biomasa en sustrato
(Yxs) (Jaén et al., 2013) asi como la calidad
(plegamiento, fraccién soluble) en el caso de
la produccién de proteina recombinante
(Baneyx & Mujacic, 2004).

Empleo de acarreadores de O;

Los perfluorocarbonos (PFC) e
hidrocarburos alifaticos de 12 y 13 carbonos
son algunos de los acarreadores mas
utilizados debido a que no son toéxicos y
pueden solubilizar el Oz hasta 20 veces mas
que el agua. Debido a que ambas sustancias
incrementan sustancialmente la viscosidad de
la fase liquida, solo pueden utilizarse hasta en
un 15% en volumen (Ju et al., 1991; Galaction
et al, 2004). Con ese contenido de
acarreador, se ha incrementado el ka
(Galaction et al.,, 2004 y 2005), las
concentraciones celulares y las
productividades de E. coli (Ju et al., 1991;
Pilarek et al., 2011 y 2013). Esta estrategia se
ha planteado como alternativa al incremento
en la potencia volumétrica, pero es
incongruente con el hecho de que el
acarreador requiere ser dispersado
adecuadamente para aumentar la superficie
de contacto y el consecuente aumento en la
viscosidad del medio (Ju et al., 1991; Clarke

et al.,, 2006), aunque algunos autores han
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observado lo contrario con los hidrocarburos
(Galaction et al., 2004 y 2005). Los PFC son
dificiles de dispersar debido a que son 2 veces
mas densos que el agua y requieren de la
adicién de surfactantes, mientras que los
hidrocarburos, al ser menos densos que el
agua, tienden a agregarse en la superficie de
la fase liquida y dificultan la transferencia de
O:2 en esa zona (Galaction et al., 2004). Otro
inconveniente que no debe ser pasado por
alto es que los acarreadores solubilizan 6
veces mas el CO:z que el agua. Los beneficios
de su empleo dificilmente compensan los
desafios  técnicos que implica su
implementacion a gran escala. Es por esta
razén que solo han sido aplicados a nivel

laboratorio.

Generacion de Oz in situ

La descomposicion del peroxido de
hidrbgeno en agua y O: catalizada por
enzimas o cationes metalicos divalentes surge
como una alternativa de oxigenacioén en fase
liquida adicional, o para microorganismos en
los que la aireacion es contraproducente para
la utilizacion de sustratos altamente volatiles,
0 que generan bastante espuma. Mediante un
esquema de alimentacion se adiciona el H20:
al medio de cultivo bajo demanda para
mantener su crecimiento aerobio y evitar
concentraciones  inhibitorias de  H20:2
(Sonnleitner & Hahnemann,1997). Sin
embargo, la elevada concentracién de H20:
en la zona de adicién, aunado a su toxicidad,
resultan en una disminucién de la densidad
celular en comparacién a cultivos aireados
(Sarkar et al., 2008).

0, Aire) Enriquecimientode O,

Acarreadores

37°C
!
25°C

¢

¢
de 02@
Enfriamiento

Adicionde H,0,

@ Presurizacion

Reconfiguracién

,/5 de impulsores y

difusores

Figura 3. Estrategias de proceso para contender con la limitacion de O: disuelto en el biorreactor.

Aunque existen estrategias para
contender con la limitacion de Oz, su
implementaciéon es complicada e impondria

costos elevados en la escala productiva. Otra
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forma de abordar esta problemética consiste
en robustecer la célula ante la limitacion de O2
mediante la expresién de la hemoglobina de
Vitreoscilla (VHb).
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Hemoglobina de Vitreoscilla (VHb)-alternativa
bioldgica para contender con la limitacion de
0Oa.

La hemoglobina de Vitreoscilla es una
proteina homodimérica de 32.8 kDa cuyas
cadenas de 146 residuos de aminoacidos
estructuradas en 10 hélices alfa conforman el
dominio globina sobre el cual se asienta el
grupo hemo (ndimero de acceso PDB: 1VHB).
La capacidad de la VHb para mantener a
Vitreoscilla  stercoraria  en  ambientes
deficientes en O: al tratarse de una bacteria
Gram negativa aerobia estricta, planted la
posibiidad de su uso en otros
microorganismos mediante la tecnologia de
ADN recombinante como una alternativa para
contender con la limitacion de Oz en cultivos

aerobios de alta densidad celular (Khosla &

Bailey, 1988%). Esto llevé a la clonacion del
gen vgb de 441 pb (que codifica la VHb) junto
con su promotor nativo (Pygb) y @ Su expresion
en E. coli (Khosla & Bailey, 198820; Dikshit &
Webster, 1988). Rapidamente se elucidé que
la expresién de la VHb a partir de su promotor
nativo se activa en respuesta a bajos niveles
de O2y que la VHb increment? la velocidad de
crecimiento y la densidad celular de E. coli
(Khosla & Bailey, 1988%). Su elevada
constante disociacion de O: (Tabla 1), su
localizacion en el periplasma (Ramandeep et
al., 2001), y la interaccién significativa con el
citocromo bo (Park et al., 2002), sugieren que
la VHb funge como reservorio y transportador

de O2 hacia las oxidasas terminales.

Tabla 1. Parametros cinéticos de la union de Oz con hemoglobinas. Datos tomados de (a) Trent et
al., 2001, (b) Orii y Webster, 1986, (c) Dikshit et al., 1998 y (d) Hill et al., 1994. “***” : No disponible.

VHb + O, = VHb-0O,
Hemoglobina Kon (uM-1s71) Kot (571) Ko (uM)
Neurohemoglobina humana? 130 0.3 0.005
Hemoglobina humana a (R)2 19 15 0.77
Hemoglobina humana B(R)?2 74 47 0.63
Mioglobina de esperma de ballena? 17 15 0.90
Leghemoglobina de soya?® 130 5.6 0.04
Hemoglobina de Synechocystis? 240 0.038 0.000323
Hemoglobina de Vitreoscilla®® 78 5600 7.1+0.8
Citocromo bd¢ 2000 50 0.025
Citocromo bo¢ 160 ok ok

kon, constante cinética de asociacion; Ko, constante cinética de disociacion;

equilibrio de disociacion.

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3

Kp: constante de
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La capacidad de la VHb de mantener
la respiracion en células de E. coli carentes de
los citocromos bd y bo plantea dos
posibilidades: un papel de citocromo
alternativo (Tsai et al., 2002) o una interaccion
con otros componentes de la cadena
respiratoria  (Dikshit et al., 1992). En
condiciones microaerobias, la VHb
incrementa el contenido y la actividad de los
citocromos, particularmente bo, aumentando
sustancialmente la actividad respiratoria e
incrementando la afinidad aparente por el Oz
(Tsai et al., 2002); esto se traduce en una
mayor translocacion de protones y produccion
de ATP por mol de oxigeno consumido (Kallio
et al.,, 1994). A nivel metabdlico, la VHb
redirige un mayor flujo de carbono hacia la via
de las pentosas-5-fosfato (P5F) y disminuye la
excrecion de acetato y formiato, subproductos
predominantes de la fermentacién acido-mixta
(Frey et al, 2001). Este aumento en la
eficiencia energética y de aprovechamiento de
la fuente de carbono bajo limitacién de O2 se
refleja en un mejor crecimiento y capacidad de
produccion de proteina recombinante (Khosla
et al., 1990; Khosravi et al., 1990) y etanol
(Arnaldos et al.,, 2012) en E. coli. Estas
ventajas de la VHb no se presentan en otras
hemoglobinas (Kallio et al., 1996°; Bollinger et
al.,, 2001) y se han extrapolado a otros
hospederos bacterianos en la produccion de
proteina recombinante (Kallio & Bailey,
19962), antibidticos (Wang et al., 2014),
carotenoides (Ma & Lin, 2014), biopolimeros
(Ye et al.,, 2012; Zhang et al., 2013), entre
muchos otros (Wei & Chen, 2008; Stark et al.,
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2015). Los efectos benéficos de la VHb no se
acotan Unicamente a condiciones limitantes
de O2, ya que en condiciones aerobias ha
demostrado incrementar la L, densidad
celular, asi como disminuir el sobreflujo
metabdlico de cepas nativas y modificadas
genéticamente de E. coli (Pablos et al., 2011
y 2014), y el efecto Warburgh en células CHO
(Pendse & Bailey.1994; Juarez et al., 2017)
En la mayoria de los trabajos, la VHb
se ha expresado en microaerobiosis a partir
de vectores de bajo y alto numero de copias
bajo el control de su promotor nativo, aunque
modificaciones a este o el empleo de
promotores inducibles por IPTG como Pjc 0
Pwac han hecho posible su expresion en
condiciones aerobias. Como cualquier otra
proteina recombinante, su expresion en E. coli
no esti exenta de su agregacion en cuerpos
de inclusidn, la cual es ademés propiciada por
la limitacion en la disponibilidad del grupo
hemo, su oxidaciéon en el periplasma y la
expresién simultanea de otras proteinas
recombinantes como los marcadores de
presion de seleccion de plasmido (Hart et al.,
1990 y 1994; Rinas & Bailey, 1993). En este
sentido, la integracion de una sola copia de
vgb bajo promotores fuertes en el cromosoma
de E. coli es una alternativa genéticamente
mas estable y efectiva de expresion de VHb,
que aminora sustancialmente la carga
metabolica de los hospederos. Aunque el nivel
de expresién cromosomal es inferior al de
plasmido, sus efectos benéficos en el
desempefio biosintético de E. coli (Khosla et
al., 1990; Jaén et al, 2019%, B.
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amyloquefaciens (Zhang et al., 2013), S.
gilvosporeous (Wang et al., 2014) y células
CHO (Pendse & Bailey,1994) demuestran que

es suficiente.

Aplicacion de VHb en la produccién de ADNp

La expresion aerobia de la VHb a
partir de un vector de alto nimero de copias
duplicé Yeix en E. coli W3110 (Pablos et al.,
2014). No obstante, expresar la VHb a partir
del pldsmido no es apropiado, dado que es el
producto en cuestién y no es deseable incluir
mas secuencias bacterianas en plasmidos
destinados como biofarmacos. Por estas
razones cepas recA* y recA de E. coliWw3110
y BL21(DE3) fueron modificadas para
expresar la VHb constitutivamente desde el
cromosoma de los hospederos. En cultivos en
modo lote aerobios en matraz, con respecto a
las cepas parentales, la presencia de VHb
practicamente no tuvo efecto sobre uy Yxs de
estas cepas. En cuanto a la produccion, tuvo
efectos opuestos; incremento6 el Ye/x de E. coli
W3110 recAvgb*y de E. coli BL21(DE3)recA*
vgb*, pero disminuyé el de E. coli
W3110recA*vgb* y E. coli BL21(DE3)recA
vgb*. VHb no tuvo un efecto significativo sobre
la calidad de los plasmidos en E. coli
W3110(recA* y recA)vgb* ni en E. coli
BL21(DES3) recA*vgb*, pero disminuyé la FSE
practicamente a la mitad en E. coli BL21(DE3)
recA- vgb*. Esto se revirtié con la integracion
de una versidon optimizada del gen que
codifica VHb con el uso preferente de
codones. En E. coli W3110 recA- cultivada en

biorreactor en modo lote, VHb no tuvo efecto
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en la u en aerobicidad, pero duplicé la u e
incrementd en un 25% la concentracion
celular cuando se limit6 el O2 por la
disminucién en la velocidad de agitacion. VHb
abatid parcialmente el sobreflujo metabdlico al
disminuir en un 30% la excrecién de acetato,
pero acompafado de un incremento de 3
veces en la excrecion de lactato. Mediante la
evaluacién de oxido-reductasas con Redox
Sensor Green (RSG) (Baert et al., 2016) se
demostrdé que VHb triplicé la actividad de la
cadena transportadora de electrones en este
fondo genético (Jaén et al., 2019%). VHb no
influy6 en la viabilidad celular, pero el ensayo
con yoduro de propidio (PI) revel6 que VHb
vuelve més susceptible a la célula a dafio en
aerobicidad, posiblemente por estrés
oxidativo. No obstante, bajo las condiciones
evaluadas, VHb no influyé en el Ypix ni en la
FSE del plasmido producido en aerobiosis y
microaerobiosis. Por el contrario, con E. coli
BL21(DE3) recA, la presencia de VHb
disminuyo la x# en un 18% en aerobicidad y
hasta un 50% en microaerobicidad. A
diferencia de E. coli W3110recA, este fondo
genético acumulé una menor cantidad de
subproductos, pero VHb no influyé
sustancialmente, tan solo una sutil
disminucién del 10% en la excrecion de
lactato. No obstante, VHb incrementé hasta 10
veces la actividad de la cadena transportadora
de electrones y mantuvo la viabilidad celular
por encima de la cepa parental en
microaerobiosis. Sin embargo, esta fortalecida
condicién metabdlica no se reflejo6 en una

mayor produccion de ADNp, aunque mostrd
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un ligero incremento en la FSE del plasmido
producido en microaerobiosis. La produccion
aerobia y microaerobia de E. coli W3110recA
vgb* de un plasmido con una version minima
del replicon R1 resultdé en Yeix 14 y 7 veces
mayores mas altos que los obtenidos en E.
coli W3110recAvgb* (Lara et al., 2019b).

Pese al impacto negativo de la
limitacibn de Oz sobre el metabolismo del
hospedero, que es mas severo bajo
condiciones de TOD heterogénea, la
produccion microaerobia de ADNp es una
alternativa viable con células que contiendan
mejor con la limitacion de O2. Los efectos
indeseables originados bajo esta condicién
han demostrado ser atenuados en cepas que
expresan intracelularmente y de manera
constitutiva VHb, siendo la cepa E. coli
W3110recAvgb* propuesta como mejor
candidata para la produccién microaerobia de
ADNp.

¢, Cémo obtener ventajas de la adversidad?
La limitacion de O2 puede estropear
estrategias que incrementan aun mas los
rendimientos de ADNp, como la
sobreexpresion de RNAII. Lara et al. (201725)
observaron una disminucion del 63% en la
expresién de una proteina reportera a partir de
un promotor constitutivo Py €n los cultivos
microaerobios con respecto a los aerobios. El
empleo de promotores inducibles por
limitacién de O2 es una alternativa que puede
sacar ventaja de esa condicion adversa para
maximizar la producciébn de ADNp, como

pueden ser algunos promotores enddégenos
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de E. coli y de globinas heterélogas, cuya
capacidad de expresion bajo condiciones
aerobias y de limitacion de oxigeno ha sido
evaluada (Lara et al.,, 20172b). Es deseable
gue la expresion de estos promotores no sea
activada en aerobiosis, ya que esto aminora la
carga metabdlica del hospedero en las etapas
tempranas del cultivo cuya finalidad es
acumular biomasa rapida y eficientemente,
pero en microaerobiosis, debe ser lo mas
fuerte y estable posible para aprovechar la
capacidad biosintética de la célula por el poco
tiempo productivo disponible. Entre los que
rednen algunas de estas caracteristicas se
encuentran el promotor de globina derivado de
Streptomyces coelicolor (Psc¢), cuyo nivel de
expresién en aerobiosis es el mas bajo,
mientras que el derivado de Salmonella typhi
(Psc) posee el nivel de expresion mas alto en
microaerobiosis. Sin  embargo, ambos
promotores no mostraron diferencias en la
relacién de induccién (nivel de expresion
microaerobio/nivel de expresion aerobio
cuando la VTO disminuy6 de 11 a 7 mmol L
h1, mientras que el del promotor vgb de V.
stercoraria (Pvgp) tuvo el incremento mas alto
que fue de 2 veces, seguido del promotor
derivado de Deinococcus radiodurans (Ppr) de
1.7 veces. Esto indica que estos promotores
responden de manera gradual a la limitacién
de Oz, lo cual permite balancear mejor los
recursos del hospedero durante el cultivo que
una respuesta rapida y subita. Pyg, ademas
presenta uno de los rendimientos mas altos en
la expresion con la limitacion de Oz. Py, €S

una secuencia de alrededor de 100 pb bajo la
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cual se controla la expresion de VHb en
Vitreoscilla  stercoraria en condiciones
limitantes de Oz (Khosla & Bailey, 1989). El
Pvgb €s completamente funcional en E. coli y
otras bacterias Gram negativas (Dikshit et al.,
1990) ya que posee sitios sobre los que
actian  positivamente los reguladores
transcripcionales ArcA y FnR, los cuales se
activan en respuesta a bajos niveles de Oa.
Este promotor ha sido empleado para
expresar proteinas recombinantes (Jiang et
al.,, 1999) y enzimas de rutas clave para la
sintesis de biopolimeros en condiciones
limitantes de Oz (Wu et al, 2014) vy
recientemente en la produccion de ADNp que

se describe enseguida.

Aplicacion de Pyg, en la produccion de ADNp

El plasmido pUC18Pgrnall, el cual
contiene una copia extra de rnall bajo el
promotor Py, en el plasmido de alto nimero
de copias pUC18, increment6 en 42% el Ypix
de ADNp de E. coli W3110 recA- en cultivos
microaerobios en matraz en comparacion a la
del plasmido pUC18. Ademés, la FSE fue
similar para ambos pladsmidos y cercana al
100%, lo cual significa que la sobreexpresion
no repercutié en la calidad, a diferencia del
promotor trc (Jaén et al., 2019%). En cultivos
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de alta densidad celular de E. coli W3110
recA en biorreactor alimentado
exponencialmente con glucosa, para
mantener una Y de 0.15 h?l, el Ypx de
pUC18P.grnall no fue diferente al del
plasmido original en la etapa aerobia del
cultivo, pero con la limitacion de Oz, el Yp/x de
pUC18Pgrnall se incrementé gradualmente
hasta duplicarse al final del cultivo. En
contraste, el Yex de pUC18 solo se
incrementd un 26% en un periodo corto de
tiempo, y se mantuvo sin cambios hasta el
final del cultivo. A nivel molecular, tanto el
namero de copias de plasmido (NCP) como
los niveles de RNAII con respecto a RNAI de
pUC18P.gsrnall aumentaron 3.5 veces a partir
de la microaerobiosis, mientras que los pUC18
solo aumentaron 1.7 veces. En cuanto a la
calidad, la FSE de pUC18P.grnall presento
menos variabilidad que la de pUC18 durante
la etapa microaerobia del cultivo, pero ambas
estuvieron por arriba del 80% que se
recomienda para su aplicacion clinica (Jaén et
al., 2019%). Esto representa una alternativa
tecnoldgica valiosa para la produccion de
ADNp tanto en pequefia escala (reactores de
laboratorio, matraz agitado) como en escala

industrial.
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Sobreexpresion de RNAII
a partir de P, en microaerobiosis

Biopartes de
Vitreoscilla stercoraria

Expresion constitutiva de VHb desde
el cromosomade E. coli
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Figura 4. Estrategias bioldgicas para incrementar la produccion de ADNp bajo limitacion de Oz. La

utilizacion de vgb para expresar VHb en E. coli, produce efectos positivos en el metabolismo

energético del hospedero celular. VHb canaliza eficientemente el O disponible hacia los citocromos,

estimulando de manera indirecta la actividad del CAT. Esto acrecienta la translocacion de protones

y la sintesis de ATP. Bajo limitacion de Oz, el NCP de las células con vgb fue 2.5 veces mayor al de

las células sin vgb. Por otro lado, la utilizacion del promotor inducible por microaerobiosis, Pygp,

sobreexpresa RNAII bajo limitacion de O2. Como resultado, el NCP de las células con Pyg, duplico el

NCP de las células sin Pygb.

Conclusiones y Perspectivas

Larobustez de la produccion de ADNp
bajo limitacion de O2 ha llevado al disefio y
evaluacion de estrategias de ingenieria celular
y del vector que han mejorado la produccion
de ADNp

cuantitativos y cualitativos, concretamente

microaerobia en términos

mediante el empleo de la hemoglobina
heteréloga VHb y su promotor microaerobio
Pugo. Un analisis exhaustivo del metabolismo

de los hospederos celulares que expresan
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VHb es necesario para comprender los
efectos observados en distintas cepas de E.
coli. Dotar con VHb a cepas modificadas en su
transporte de glucosa es una alternativa
atractiva que puede simplificar la operacion en
los biorreactores para alcanzar altas
concentraciones celulares. Evaluaciones del
desempefio de las cepas mas tolerantes a la
limitacion de Oz en sistemas de escalamiento
descendente o en biorreactores de mayor
escala, podran apuntalar su aplicacion
industrial. Por otro lado, la caracterizacion de

promotores inducibles por limitacion de O:
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constituye un elemento valioso para la
ingenieria de bioprocesos. La informacion
disponible puede dar pie a la creacion de
promotores hibridos que reunan las
caracteristicas de expresion deseadas.
Asimismo, la sinergia de la replicacion de los
plasmidos autoinducida por microaerobiosis y
la capacidad biosintética de las cepas que
expresan VHb representan una oportunidad
para llevar la produccion de ADNp al nivel que
allanara la viabilidad de biofarmacéuticos que
lo emplean como principio activo o en la etapa

productiva de su bioproceso.
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RESUMEN

La ingenieria de tejidos vasculares tiene el principal reto de realizar constructos o equivalentes
tisulares que sustituyan vasos sanguineos de manera segura, asi como investigar la generacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes (angiogénesis) y mimetizar In vitro el proceso de
vasculogénesis llevado a cabo durante el desarrollo embrionario. En la presente revision, mostramos
la importancia de la ingenieria de tejidos vasculares, los recursos de células troncales, biomateriales,
retos y alcances que posee la ingenieria de tejidos ante la generacion y regeneracion vascular In
vitro e In vivo en la blsqueda de nuevas alternativas para cubrir las necesidades clinicas de terapia
isquémica.

Palabras clave: Ingenieria de Tejidos, Tubulogénesis, Cultivo tridimensional, Célula endotelial,

vascularizacion.

ABSTRACT

Vascular Tissue Engineering nowadays has the goal to develop tissue equivalent constructs for the
substitution or replace of blood vessel in a safe way. Vascular Tissue Engineering allows the culture
of progenitor endothelial cells as an In vitro recapitulation of blood vessel formation during embryo
development. In this review, we show the importance of vascular tissue engineering, the stem cells
resources, biomaterials, challenges and scopes that tissue engineering has in the area of vascular
generation and regeneration in vitro and in vivo in the search for new alternatives for cover the clinical
needs of ischemic therapy.

Keywords: Tissue Engineering, Tubulogenesis, Tridimensional Culture, Endothelial Cell,

Vascularization.
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1. Ingenieria de Tejidos

El concepto de ingenieria de tejidos
(I.T) fue acufiado en la primavera de 1987
durante una reunion de la Fundacion Nacional
de Ciencias de Medicina Humana en Estados
Unidos de América (Falke & Atala, 2000). La
I.T se enriquece y se ha desarrollado con un
enfoque multidisciplinario como es la biologia
celular y molecular en conjunto con otras
ramas de las ciencias, entre ellas: la quimica,
fisica, ingenieria, computaciéon entre otras,
han hecho posible una nueva era de la
medicina moderna al ofrecer nuevas opciones
terapéuticas (Chang & Niklason, 2017).
Langer & Vacanti (1993) plantearon que la I.T
se encuentra orientada al desarrollo de
sustitutos biolégicos o equivalentes tisulares
gue permitan mantener, mejorar o restaurar
las funciones normales de tejidos u érganos
dafiados por enfermedades degenerativas,
infecciosas o de alguna otra etiologia. La I.T
como todas las é&reas nuevas del
conocimiento tienen numerosas fuentes de
oportunidad y futuros prometedores, en el
area de la medicina reconstructiva y
trasplantes ya que precisamente estas areas
de la medicina registran baja disponibilidad de
tejidos obtenidos por donacion (Falke, 2001).
Para ello la I.T hace uso de 3 factores
principales: 1. Células troncales
(diferenciadas o indiferenciadas), 2. Factores
de sefializacion (crecimiento ylo
diferenciacion) y 3. Biomateriales. Existiendo
notables reportes en los cultivos de células de

piel, hueso, cérnea, vasos sanguineos,
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higado, musculo, y tejido nervioso (Arvelo,
2007). Cabe mencionar que no todos los
tejidos son disefiados de la misma manera,
existiendo grandes retos de representacion
artificial en el siguiente orden: tejidos
bidimensionales  (cornea, piel) tejidos
tubulares (uretra, eséfago, venas, arterias),
d6rganos viscosos (vagina, vejiga) y 6rganos
complejos (higado, tejido cardiaco, etc.) (Atala
et al., 2012). La ingenieria de tejidos
vasculares es un campo de conocimientos en
expansion enfocado al desarrollo de la
biologia vascular, ofreciendo nuevas vy
amplias opciones de terapia en retinopatia
diabética, artritis reumatoide, soriasis y en
progresiones malignas como es la
diseminacion  metastasica del céncer
(Deroanne et al., 2001). La vascularizacion In
vitro asume una importancia igual que la
vascularizacion In vivo brindando condiciones
adecuadas a la viabilidad celular durante el
crecimiento  del tejido, inducir una
organizacion estructural y promover la
vascularizacion tras la  implantacion
(Levenberg, 2005), por otro lado ayudara a
determinar genes y rutas metabdlicas
involucradas para la revascularizacién de un

tejido u érgano dafado.

2. Vasos Sanguineos
Los vasos sanguineos son conductos
gue proveen a los tejidos y o6rganos el
suministro de oxigeno y nutrientes, siendo el
sistema cardiovascular el primero en formarse

durante el desarrollo embrionario en los
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vertebrados (Caiado & Dias, 2012). Existen
dos mecanismos para la formacion de vasos
sanguineos: vasculogénesis, la formacion de
vasos  sanguineos  por  progenitores
endoteliales, y angiogénesis, la ramificacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de los
preexistentes (Koroleva et al., 2016). Durante
la formacion de vasos sanguineos existe una
modulacién de diferentes factores de
crecimiento y diferenciacion celular entre los
que se encuentran: factor de crecimiento
hepatico (HGF), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) o factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
proteina 1 quimiotactica de monocitos MCP1
y esfingosina 1 fosfato (S1P) (Miya et al.,2011;
Nguyen et al., 2013). Existen otros factores
biofisicos como es la tension de oxigeno y las
propiedades hidrodinamicas que tienen la
capacidad de encender otros genes que
favorecen el proceso de angiogénesis como
es la proteina heterodimérica HIF-1, la cual se
ha descrito en la formacién y generacion de un
patrén y maduracion vascular (Jain, 2003).
Los vasos sanguineos son divididos
en 3 categorias dependiendo su diametro: 1.
Microvasculatura (<1mm), 2. Pequefias venas
(1-5mm) y 3. Grandes venas (>6mm) ver
Tabla 1 (Chang & Niklason, 2017). Vasos
sanguineos de talla pequefia y grande
presentan una histologia compuesta de 3

capas, la primera es capa intima que genera
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el lumen tubular y consiste en el revestimiento
de células endoteliales en la membrana basal
y capa del tejido conectivo subendotelial; la
conformacion de células endoteliales tiene un
papel importante en la regulacion de los
factores de coagulacion, confieren
permeabilidad selectiva y participan en el
transporte de células del sistema inmune
(Hoenig et al., 2005). Seguido se encuentra la
capa intermedia, tunica media donde la
poblacién de células de musculo liso son las
gue la integran, rica en colageno, elastina y
proteoglicanos; confiriendo resistencia y
actuando como efector del tono vascular.
Arteriolas y vénulas son equivalentes a las
arterias y venas; pero de menor calibre,
presentan menos células de mdusculo liso.
Mientras que los capilares son
vascularizaciones de menor talla, tienen
pericitos o células murales (de Rouget) que
son contractiles y que apoyan a la capa de
células endoteliales y membrana basal pues
se envuelven alrededor de dichas células
(Song et al.,, 2018). Por dltimo, la tdnica
adventicia, es la capa mas externa, donde
fibroblastos se encuentran dispuestos
longitudinalmente; la matriz de esta capa es
rica en colageno- elastina. La red de capilares
estd compuesta por células endoteliales
dispuestos en la membrana basal distribuidas
junto con pericitos (Awad et al.,2018, Song et

al., 2018).
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Tabla 1. Vascularizacion y sus componentes extracelulares. (modificado de Thottappillii &

Nair.,2015).
Categoria por Tipo de Componentes de la Matriz Extracelular
Talla vascularizacion
Arteria elastica Elastina, fibronectina, fibrilina, colageno (I, 11, 11, IV,
Grande (30mm-5mm) V, VI) y proteoglicanos
Arteria muscular Elastina, fibronectina, fibulina, colageno (I, 11, 11, IV,
(6mm) V, VI) y proteoglicanos
Pequefias venas Vena (1-5mm) Elastina, fibronectina, colageno I, II, I, IV, V, VI y
proteoglicanos
Arteriola (>50um) Elastina, colageno (I, 1l1) y fibrilina
Microvasculatura | Vénula (20-100um) Laminina, colageno (1V) y fibronectina
Capilar (<20um) Colageno IV, laminina, fibronectina y proteoglicanos
de Heparan sulfato

3. Ingenieria de Tejidos Vasculares

Las enfermedades cardiovasculares
son una de las principales causas de
mortalidad y morbilidad a nivel mundial,
anualmente existieron entre el afio 2008-2013
~ 17.3 millones de muertes en estadisticas
reportadas por la Organizacion Mundial de la
Salud, mientras que para el afio 2015 se
reportaron 17.7 millones de defunciones por
esta causa, existiendo estimaciones de ~23.3
millones de muertes para el afio 2030 (Wang
et al., 2014; Wang et al., 2015; Carrabba &
Madeddu, 2018; OMS, 2019).

A mediados del siglo XX, la vena
safena se utiliz6 como injerto vascular de
aplicacion clinica, inicialmente, fue realizado
por Kunlin (1951) y en la actualidad
representa una de las técnicas mas comunes
de reemplazar tejido vascular; encontrando la
limitante en la disponibilidad del propio tejido
(Ravi & Chaikof, 2010). A finales de los afos
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70’s biomateriales no degradables como es el
poletileno-teraftalato (Dacrén) y
politetrafluoroetileno (Teflén, PTFE) fueron
introducidos para cirugias de bypass aértico y
extremidades inferiores. En la misma fecha
los primeros sustitutos vasculares generados
por ingenieria de tejidos fueron tejidos
acelulares bovinos y humanos como son:
Artegraft (North Brunswick, NJ), Procol
(Hancock Jaffe Laboratories Inc., Irvine, CA) y
Cryovein (CryolLife, Kennesaw,GA)(Carrabba
& Madeddu, 2018).

La ingenieria de tejidos vasculares en
las dltimas 3 décadas se ha desarrollado ante
la necesidad de remplazar obstrucciones
vasculares y estudiar los procesos de
angiogénesis 'y vasculogénesis para la
regeneracion vascular (Li et al, 2017).
Nuevos enfoques en la formacion de vasos
artificiales podrian afectar de manera positiva

la terapia de lesién isquémica, tratamiento de
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enfermedades cardiovasculares y el campo
de conocimiento de la ingenieria de tejidos
(Salingova et al., 2014). Actualmente se ha
buscado controlar la micro y
macroarquitectura de andamios
tridimensionales, el éxito de ello dependera de
la composicion y la estructura modificara e
influenciara la funcionalidad del sustituto
vascular. Estos acercamientos corresponden
a técnicas como electrohilado, celulas
dispuestas en multicapas, moldes e impresion
3D. Convirtiéendose en un objetivo primario el
desarrollar un sustituto completamente
biolégico, que cuente con buenas condiciones
mecénicas, didmetro, resistencia de
diferentes presiones de flujo, resistencia a
trombosis, regulacién del flujo sanguineo y
que no genere una respuesta inmunolégica
exacerbada por parte del paciente al sustituto
biolégico (Chang & Niklason, 2017,
Thottappillil & Nair, 2015). Para ello, son
importantes las investigaciones enfocadas en
el desarrollo y regeneracion vascular (proceso
esencial en la construccién de cualquier
organo funcional); los abordajes que se han
tenido incluyen descelularizacion de matrices,
andamios
biodegradables (Figura 1) (Wang et al., 2014);

propiedades de las redes vasculares como es

laminas de células y

la geometria, maduracién, estabilidad,
suplementacién con factores de crecimiento
y/o diferenciacién biolégica en biomateriales
se han tratado de optimizar In vitro (Rosenfeld
et al.,, 2016). Por ejemplo, para generar
microvasculatura, se han encapsulado

angioblastos y células mesenquimales en
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matrices bioldgicas tridimensionales (3D),
mismas que tienden a organizarse como una
red microvascular; permitiendo la formacion

de laminas capilares.

3.1 Recursos de Células Troncales

Las células troncales han sido
descritas por presentar una division mitética
asimétrica, lo cual implica el generar una
célula destinada a una diferenciacién
especializada, al mismo tiempo es capaz de
autorrenovarse y permanecer en un estado
latente o quiescente. Por su “potencialidad”
son divididas en: totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales,
biopotenciales y unipotenciales (Hong et al.,
2018). Por su “origen” son clasificadas en
células troncales embrionarias y en células
troncales adultas. En el campo de la IT
vasculares se han estudiado los procesos de
vascularizacion utilizando células
mesenquimales, células progenitoras
endoteliales y células troncales pluripotentes
inducidas del acronimo en inglés iPSC, entre
otras; evaluando la presencia de varias
proteinas de reconocimiento como
biomarcadores para evidenciar las células a
linaje endotelial; entre estos marcadores se
encuentran prominina-1 (CD133+), CD34+, c-
kit+/Scal+, CD146+, Molécula de adhesién
celular endotelial plaguetaria
(PECAM,CD31+), CD105+, Factor Von
Willebrand (VWF+), tirosin cinasa parecido a
inmunoglobulina (del inglés immunoglobulin-

like), caderina vascular endotelial +, receptor
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del factor de crecimiento endotelial vascular 2
(VEGFR-2+) (Caiado & Dias, 2012).

Un adecuado y prometedor recurso
celular es el derivar células autélogas del
paciente, esto es un paso critico para facilitar
la compatibilidad en terapia celular (Geenen et

al., 2015); minimizando el rechazo
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Figura 1. Ingenieria de Tejidos Vasculares. Factores que influyen en la realizacién de constructos

vasculares artificiales.

3.1.1 Células Endoteliales de la Vena
Umbilical Humana

Las células endoteliales de la vena
umbilical (del acrénimo en inglés HUVECS)
proveen un modelo éptimo de estudio de
regulacion de células endoteliales a
respuestas de diferentes estimulos. El cultivo
de estas células puede obtenerse por
perfusion de tripsina o colagenasa en venas
umbilicales de donadores (Jaffe et al., 1973).

Se ha reportado que cultivos de HUVECS en
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suspension en matrices de colageno tipo I,
tienden a entrar en procesos apoptéticos, pero
sobreviven cuando son transducidas con la
proteina anti-apoptética Bcl-2 (D34A caspasa-
resistente en la expresion del vector pSG5);
esto se demostro al implantar
subcutaneamente en ratones
inmunodeficientes hidrogeles de colageno y
fibronectina que contenian células HUVECs
soportadas con células murales (Schechner et

al., 2000). La infeccién de HUVECs se logré
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mediante cuatro infecciones en serie durante
2 semanas sin seleccion por farmacos; en
resumen, la infeccion se realizé de manera
estandar en presencia de polybrene (5 pg/ml)
realizado durante 6 h con una densidad
celular de1x10° HUVECs en el pasaje uno.
Las células fueron mantenidas toda la noche
en medio de crecimiento celular, y la infeccion
fue repetida el siguiente dia. Las células
fueron mantenidas una semana y nuevamente
se repitio el proceso de infeccibn a una
densidad de 1x10° células. Obteniendo al
finalizar del proceso una expresion de genes
transducidos >95% (Zheng et al., 2000;
Schechner et al., 2000).

3.1.2 Células Troncales Mesenquimales

Las células troncales mesenquimales
son células adultas que tienen la capacidad de
formar una variedad de células del tejido
conectivo, incluyendo células vasculares.
Pueden ser aisladas de médula ésea, sangre
periférica, musculo esquelético y tejido
adiposo. Algunos métodos propuestos por
Iwasaki et al. (2008) se enfocan en co-cultivos
de células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVECS) vy células troncales
mesenqguimales, visualizando que de manera

espontanea presentan una red vascular.

3.1.3 Células Progenitoras Endoteliales

Las células progenitoras endoteliales
(CPE) son células troncales, las cuales
podemos encontrar principalmente en medula
Osea representando el 1% de la misma. Sin

embargo, también se logran encontrar en un
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bajo porcentaje circulando en sangre
periférica, encontrando entre 0.1%-0.001% de
las células mononucleares dependiente del
donador. Las CPE patrticipan en procesos de
angiogénesis postnatal o reparacion vascular
(Geenen et al., 2015; Hanjaya-Putra et al.,
2011) originalmente estas células fueron
descritas por Asahara (1997) como células
mononucleares circulantes localizadas en
sangre periférica identificadas por ser CD34+,
FLK1+, mismas que son capaces de
diferenciarse en células endoteliales. Existen
factores que influencian la densidad de
células progenitoras endoteliales, como es
fumar, obesidad, edad, diabetes que actdan
negativamente disminuyendo la cantidad de
los progenitores, mientras que el ejercicio
estimula un aumento de estas (Saligovia et al.,
2014). Por otro lado, se ha reportado que el
porcentaje de CPE en sangre periférica se ve
incrementado como respuesta a un trauma o
isquemia, de manera que la matriz
extracelular es modulada para reclutar células
progenitoras que ayuden a regenerar el tejido
(Anderson et al., 2015).

Las CPE se han clasificado en 2 tipos,
las CPE tempranas y las CPE tardias (Figura
2), por sus caracteristicas en condiciones de
cultivo In vitro. Las CPE tempranas son
células en forma de huso, que proliferan
ampliamente en la segunda o tercera semana
después del aislamiento; sin embargo, solo
pueden ser mantenidas en cultivo por un lapso
no mayor a 4 semanas. Las CPE tardias
tienen morfologia adoquinada, la cual es

caracteristica de las células endoteliales. En
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cultivo, aparecen aproximadamente entre la
semana 2-3 después del aislamiento,
proliferan mas rapido entre la cuarta y la
octava semana y sobreviven In vitro alrededor
de 12 semanas (Grochot et al., 2013).

3.1.4 Células Troncales Pluripotentes
Inducidas

El innovador trabajo de Takahashi &
Yamanaka (2006), demostré la posibilidad de
gue células sométicas humanas adultas (por
ejemplo, fibroblastos especializados) re-
expresaran genes de pluripotencia celular
(Sox2, Klf4; c-Myc y Oct3/4) de manera
artificial, generando asi a las Células
Troncales Pluripotentes Inducidas (IPSC por
sus siglas en inglés). En el afio 2007, se
reporto la generacion de las primeras células
pluripotentes humanas inducidas (human
induced Pluripotent Stem Cells, hiPSCs)
(Takahashi et al., 2007). Como ventaja estas
células ofrecen la posibilidad de tener grandes
bancos celulares de trabajo al ser guiadas a
cualquier estirpe celular, mismas que podrian
ser utilizadas en terapia celular (Figura 3)
(Wang et al., 2014; Gu et al., 2017). En ese
sentido se ha reportado que al utilizar medio
suplementado con PDGF-BB, acido retinoico
(RA) y TGF-B promueven la diferenciacion de
IPSC hacia células de musculo liso mientras
que para el linaje endotelial se ha

implementado principalmente el VEGF y FGF
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(Greiner & Wendorff, 2007; Song et al., 2018).
Como desventaja se sabe que las iPSCs
presentan variaciones clon a clon, en las
cuales predominan mutaciones puntuales y
aneuploidias; existiendo aneuploidias
parciales o completas recurrentemente
reportadas en el cromosoma: 8,12,17 o 20 asi
como trisomia X (Lin & Xiao, 2017); aunado a
ello, el proceso de reprogramacion tiene una
baja eficiencia, por lo que hace falta
estandarizar el protocolo de generacion,
diferenciacion y purificacion que asegure una
inocuidad en la inoculacién de dichas células;
ya que en experimentos con modelos
animales de ratén el implementar células no
diferenciadas implica la generacién de
teratomas (Abad et al.,, 2013). Adams et al.
(2013) demostraron que la plasticidad
fenotipica de las iPSCs derivadas de células
endoteliales tienen respuestas a estimulos
biomecanicos, farmacolégicos y humorales
similares a las que se presentan en células
endoteliales. Mientras que Wang et al. (2014)
establecieron un cultivo hiPSCs derivados de
fibroblastos adrticos humanos, los cuales
fueron rediferenciados a células de musculo
liso y dispuestos en una matriz macroporosa
de acido poli-L-lactico  biodegradable;
demostrando la factibilidad y funcionalidad
como una fuente de recurso celular en

ingenieria de tejidos vasculares.
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Figura 2. Cultivo de células progenitoras endoteliales (CPEs). A) CPEs tempranas, presentan
morfologia ahusada y proliferacién dispersa, B) CPEs tardias, presentan morfologia “adoquinada” y
proliferacion por colonias (Fotografias tomadas con microscopio invertido de luz Olympus IX71, en
el laboratorio de Medicina Regenerativa e ingenieria de tejidos del CMN 20 de Noviembre ISSSTE).

3.2 Biomateriales

Los biomateriales tienen la funcién de
actuar como una matriz de soporte
extracelular artificial. Por definicién los
biomateriales son aquellos materiales sélidos,
liquidos o geles que, por sus caracteristicas
fisicas, quimicas y mecanicas pueden entrar
en contacto con células y tejidos vivos
ofreciendo una estructura tridimensional
(andamio 3D) para el mantenimiento,
crecimiento y diferenciacion celular (Falke &
Atala, 2000; Atala, 2012); idealmente no
deben alterar o modificar negativamente las
funciones de las células y tejidos con las que
interacttan, contrario a ello las células no solo
deben sintetizar nueva matriz extra celular en

el andamio sino que también tienen que
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promover un proceso de reparacién o
regeneracion del tejido (Fabres, 2010; Ye et
al., 2000).

Los biomateriales son clasificados en
3 tipos, naturales (biolégicos), artificiales/
sintéticos e hibridos. Inicialmente las protesis
vasculares fueron hechas de polimeros no
degradables como el PTFE, Dacrén y Gore-
Tex sin embargo la regeneracién vascular era
nula y faltaba permeabilidad limitando el uso
de estos materiales; observandose que son
materiales eficaces para reemplazar grandes
vasos, sin embargo, cuando se utilizan en
injertos vasculares de pequefio didmetro
estos sustitutos son facilmente trombdticos
(Deutsch et al., 2009; Carrabba & Madeddu,
2018; Hoenig et al., 2005).
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3.2.1 Polimeros naturales

Los polimeros naturales tienen un
mayor acercamiento a los componentes de la
matriz extracelular, entre las que se incluyen
principalmente colageno tipo |, fibronectina,
fibrina, laminina y membranas basales
reconstruidas (ejemplo: matrigel) (Koroleva et
al., 2016; Deroanne et al., 2001). Por ello son
considerados un material adecuado para la
generacion de andamios y generalmente no
presentan riesgo de inflamacién crénica o
toxicidad al paciente (Boccafoschi et al.,
2007). Cabe mencionar que los polimeros
naturales presentan desventajas en cuanto a
las propiedades de carga mecanica, y el perfil

de biodegradacion; colageno y elastina, llegan
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a ser los principales componentes de una
arteria, estos componentes son los
responsables  de las  caracteristicas
mecanicas; por lo que estadn en procesos
constantes de investigacion (Ravi & Chaikof,
2010). Con lo que respecta a Matrigel®,
contiene factores de crecimiento no bien
definidos y potencialmente tumurogénicos
aunado a ello las variaciones de produccion
(Koroleva et al., 2016).

El colageno es un ejemplo de
aplicaciones muy diversas, ya que en forma
de membrana o peliculas se ha propuesto
como sustituto de cérnea en modelos
animales, en membranas para hemodialisis,

piel artificial y en reparacion de hernias, en
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formas de esponja es utilizado en tratamientos
de lesiones de piel, en la sustitucion de hueso
y cartilago, valvulas cardiacas y como agente
hemostatico, entre otras aplicaciones.
Dreesmann et al. (2007), generaron una
matriz de esponja de gelatina porcina
entrecruzada con metanal (formaldehido), al
cultivar células L929 (fibroblastos de ratén) en
la esponja se demostr6 que no genera
citotoxicidad alguna, permitiendo asi su
proliferacion. En pruebas In vivo tanto en un
huevo como en un injerto subcutaneo en un
raton; observaron que es posible la
proliferacion y la adquisicion de estructuras
tubulogénicas dentro de la matriz de esponja.
Raghava et al. (2010) reportaron la
generacion de microvasculatura, con moldes
de PDMS y colageno tipo 1, utilizando células
endoteliales de cordon umbilical y BAMECs
(células endoteliales de la microvasculatura
adrenal bovina) con el propésito de que las
microvasculaturas estén generando mejores
procesos de difusiéon de oxigeno y nutrientes,
que, hasta entonces en el contexto temporal,
era algo que no se habia abordado del todo.
En moldes de PDMS se generaron
microcanales entre 50-100um de altura, y un
centimetro de largo, a los cuales se les relleno
de matriz de colageno tipo 1 mezclado con
células, mismas que al interactuar con el
medio de culivo y los factores de
diferenciacion como VEGF y FGF, se indujo la
generacion de microvasculatura. Algunos
otros estudios han demostrado que la
presencia de fibroblastos en los andamios

corresponde  a un incremento  de
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vascularizacion, debido a que los fibroblastos
secretan proteinas de la matriz extracelular
como es laminina, colageno tipo | y coldgeno
tipo IV; necesarios para una maduracion
vascular (Greiner & Wendorff, 2007; Song et
al., 2018) de igual manera se ha demostrado
que el acido hialurénico juega un rol
importante en la regulacién de angiogénesis al
estimular la secreciébn de citocinas y la
proliferacion de células troncales por
interacciones de a3/a5 (1 integrinas,
obteniendo mejores resultados que en
hidrogeles que no contienen 4cido hialurénico
(Lietal., 2017).

3.2.2 Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos han tenido
relevancia al presentar mayor resistencia
mecanica que los polimeros naturales, sin
embargo, la desventaja que presentan es que
no proveen los suficientes receptores
celulares, necesarios para la adhesién celular.
Polimeros sintéticos como lo son el acido
poliglicdlico, policaprolactona, poli L-lactico y
mezclas de ellos, han sido investigados por
sus propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y ninguna inmunogenicidad
(Pham et al.,, 2006, Song et al., 2018). Un
estudio reciente elaborado por Gui et al.
(2016) utilizd estructuras tubulares de acido
poliglicélico, en donde se inocularon células
de mdusculo liso obtenidas de iPSCs; los
autores demostraron que las células
provocaban la generaciéon de depdsitos de
colageno, incrementando la resistencia de

presiones de flujo de 500 mmHg después de
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8 semanas de cultivo.

3.2.3 Biomateriales Hibridos

Son materiales que presentan poca
adherencia  celular generalmente  son
recubiertos con secuencias de Arginina-
Glicina-Acido aspartico (RGD) e incluso
factores de crecimiento como es FGF y/o
VEGF.

El primer reporte clinico exitoso como
aplicacion de ingenieria de tejidos vasculares
en pacientes fue realizado por Shin’oka et al.
(2001) quienes implantaron un constructo
biodegradable como un conducto pulmonar en
un nifio con atresia pulmonar y anatomia de
ventriculo Unico. El constructo fue realizado
por la mezcla de L-lactico y e-caprolactona,
reforzado con Acido poliglicélico. Las células
implementadas fueron células autélogas
mesenquimales derivadas de médula 6sea;
los resultados mostraron una sobrevida de 7

meses postimplante (Song et al., 2018).

4. Estado de las Investigaciones en Ingenieria
de Tejidos Vasculares

El primer sustituto de venas generado
por ingenieria de tejidos fue realizado por
Weinberg y Bell ( 1986), generando cultivos
de células endoteliales bovinas, células de
musculo liso y fibroblastos en capas de
colageno soportados por una malla de Dacron
por 3-6 semanas; dispuestas en capas que
mimetizaban la arquitectura celular de un vaso
sanguineo (Ravi & Chaikof, 2010; Chang &
Niklason, 2017); la estructura tubular presenté

una resistencia de ~300 mmHg (Hoenig et al.,
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2005), lo cual es muy bajo para un implante
arterial, la resistencia natural aproximada se
encuentra entre 2000mmHg y 3000 mmHg en
la vena safena humana y en la arteria
mamaria interna respectivamente (Song et al.,
2018). L’'Heureux et al. (1998) generaron una
estructura  vascular de tres capas
completamente biodegradable, los autores
emplearon células de musculo liso de vena
umbilical, fibroblastos de piel y células
endoteliales en el lumen por 7 dias de cultivo;
mostrando una resistencia de presion de 2600
mmHg, pero con permeabilidad en 3 de 6

constructos (Song et al., 2018).

4.1 Descelularizacién de Tejidos

Los Injertos xenogénicos (otra
especie) y alogénicos (misma especie)
pueden ser un recurso de tejido para ser
descelularizado por procesos de abrasion
mecanica, digestion enzimética  yl/o
surfactantes quimicos (Thottappillii & Nair,
2015), La ventaja que ofrece la
descelularizacion es que se conserva la
arquitectura nativa de la matriz extracelular,
de esta manera proporciona un punto de
partida para la remodelacion al colocarle las
células de interés y en un lapso minimo de una
semana un implante avascular puede ser re-
vascularizado por el hospedero (paciente)
(Greiner & Wendorff, 2007). Huynh et al.
(1999), utilizaron pequefios segmentos de
submucosa intestinal porcina descelularizada
impregnada con coldgeno | bovino (cerca de
4mm) mostrando que tiene el potencial de

integrarse en un tejido huésped (arteria de
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conejo), proporcionando un  andamio
adecuado al presentar una buena
homeostasia y permeabilidad. El injerto se
remodelé6 en un periodo de 90 dias
presentando actividad fisioldgica; se infiltraron
células de musculo liso y células endoteliales
mostrando respuesta a agentes vasoactivos.
Estudios realizados por Gui et al. (2009)
descelularizaron arterias umbilicales
humanas por ciclos con detergentes (3-[(3-
cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonate y dodecil de sodio sulfatado
e incubado en medio de crecimiento endotelial
(EGM-2), manteniendo la integridad de la
matriz de colageno y una reduccion parcial de
fibras de elastina.

Mientras que Assmann et al. (2013),
descelularizaron aortas de ratas mediante la
implementacion de dodecil sulfato sédico
(SDS) y deoxicolato, al finalizar el proceso de
descelularizacién, decidieron colocar en la
matriz un recubrimiento adicional de
fibronectina (50u/ml) por 24 h a 37°C;
Demostrando que la fibronectina acelera el
proceso de endotelizacion sin formar trombos,
sin embargo, existen evidencias de que la
fibronectina induce wuna hiperplasia en
miofibroblastos.

La idea de utilizar tejido xenélogo se
ha propuesto debido a la falta de donaciones
y disponibilidad de tejidos humanos; sin
embargo, las reacciones inmunolégicas como
respuesta a células y matrices no propias
pueden llegar a ser severas y en ocasiones
fatales, como es la presencia de galactosa-

alfa-1,3-galactosa (alfa-gal) epitopo
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expresado en todas las superficies celulares
de los mamiferos, a excepcion de los
humanos y primates (Dhulekar & Simionescu,
2018), siendo ello una limitante del avance
como uso convencional; llevando a procesos
de investigacion en las técnicas de
descelularizacién, asi como la meta de
eliminar completamente biomoléculas
inmunogénicas. Un ejemplo de ello que ha
sido descrito es inactivar la alfa-galactosa con
glutaraldehido, mismo que tiende a reticular el
tejido reduciendo asi la inmunogenicidad,
cabe mencionar que, la utilizacién del
glutaraldehido compromete a citotoxicidad,
predisponerlo a ser trombogénico y ser

susceptible a calcificarse (Song et al., 2018).

4.2 Hidrogeles

La fabricacion de constructos
tridimensionales (3D) con hidrogeles para
homologar procesos de vasculogénesis y
angiogénesis, se ha ido diversificando (McCoy
et al., 2016). Los hidrogeles son biomateriales
con un alto contenido de agua, buena
biodegradabilidad,

proveen un adecuado microambiente y son

biocompatibilidad y

considerados como un material ideal para
tejidos suaves. Hidrogeles sintéticos Yy
semisintéticos han tenido gran popularidad en
el campo de la Ingenieria de tejidos
vasculares al contener a las células,
modulando factores solubles como pueden
ser las citocinas o bien la disponibilidad de
oxigeno y nutrientes (McCoy et al., 2016; Liu
et al., 2015; Koroleva et al., 2016). Hidrogeles

sintéticos como es el polietilenglicol (PEG);
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ofrece estabilidad mecénica, estructura
tridimensional, ademas de que facilmente
puede ser conjugado con péptidos, enzimas,
proteinas y otros biomateriales (Koroleva et
al., 2016). Avances en la ingenieria para
elaborar constructos de tejido mas complejos
In vitro ha generado la necesidad paralela del
desarrollo y disefio 3D de redes vasculares.
(Liu et al., 2015)

Syedain et al. (2011) utilizaron
fibroblastos cultivados en hidrogeles de fibrina
para generar vascularizacion de pequefios
diametros, para estos métodos el hidrogel fue
polimerizado en un tubo que en el centro
contenia un mandril de vidrio tubular. Los
fibroblastos generaron su propia matriz
extracelular, principalmente colageno; esto en
un periodo de 7-9 semanas de cultivo en
biorreactor con control de flujo para inducir la
alineacion circunferencial de las células y la
matriz. Posteriormente los investigadores
descelularizaron el constructo anteriormente
desarrollado con 1% de dodecil sulfato de
sodio y lo implantaron como injerto en arterias
femorales de ovejas, al cabo de 24 semanas
el injerto se repoblé completamente por
células endoteliales mostrando evidencia de

depositos de elastina (Syedain et al., 2014).

4.3 Fibrina

Como una alternativa a andamios de
colageno, investigadores se han enfocado en
el uso de células inmersas en geles de fibrina
para generar injertos celulares (Peck et al.,
2012); la fibrina es el producto final de la

cascada de coagulacion del fibrindgeno en la
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presencia de trombina y calcio; el fibrin6geno
es una glicoproteina que se encuentra
solubilizada en el plasma sanguineo en una
1.4-3.5¢/1
Flanagan, 2011),

proporciona un andamio estructural para la

concentracion normal de

(Jockenhoevel &

adhesién, proliferacién y migracion de células
importantes en la curaciéon de heridas; y al
final de este proceso el coagulo de fibrina es
reabsorbido por el cuerpo. El hidrogel de
fibrina es propuesto como un modelo de
estudio para vasos sanguineos asociados a
tumores o para vasos sanguineos en sitios de
lesiones vasculares (Lafleur et al., 2002). Los
geles de fibrina son un biomaterial
prometedor, pueden ser obtenidos
autdlogamente, disminuyendo los riesgos
potenciales de los aloinjertos como es el
rechazo inmunoldgico y la adquisicion de
enfermedades por virus (Ye et al., 2000; Zhao
et al.,, 2007; Koroleva et al., 2016) de una
manera minimamente invasiva, y que al variar
las concentraciones proteicas, aumento de la
concentracion de calcio, sodio y el
entrecruzamiento a través de enzimas o luz
ultravioleta se puede generar un implante con
caracteristicas deseadas (gelificacion,
compresion, velocidad de degradacién, etc.)
(Murphy & Leach., 2012; Koroleva et al.,
2016). El hidrogel de fibrina tiene una virtud
entre los factores biofisicos, debido a que es
un gel que contiene mayoritariamente los
ligandos de B3 integrinas, permitiendo asi la
migracién celular. Trombina, fibrindgenos,
mondémeros de fibrina y fibrinopéptidos B,

todos incrementan la sintesis de ADN en
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células de musculo liso y consecuentemente
su proliferacion (Pakala et al., 2001). Como
ejemplo de ello mostramos en la Figura 4 dos
abordajes de cultivo de CPEs en hidrogeles
de fibrina, en la que células progenitoras
endoteliales tempranas se inocularon a una
densidad de 1x103 célulasecm=? para ser
cultivadas en monocapa. Desde el dia 2 (48 h)
se logran apreciar estructuras circulares, y
que han sido reportadas como procesos
incipientes de vascularizacién endotelial;
mismos que a través de un mayor tiempo de
cultivo (648-720 h) logran ser estructuras
mayormente definidas. En contraste con una
densidad de 1x103 célulasecm-inmersas, en
la que Unicamente las células presentan un
crecimiento 3D, aumentando proyecciones
celulares las cuales han sido reportadas como
“sprouting” endoteliales, las cuales tienden a
secretar factores de crecimiento como es el
VEGF y FGF (Herbert & Stainier, 2011).

La degradacién In vivo puede ser
controlada con la proteinasa inhibidora de
aprotinina y agentes entrecruzantes (Ravi &
Chaikof, 2010). Como una aplicacion clinica
Ryu et al. (2005) implantaron células
mononucleares de médula 6sea usando una
matriz de fibrina inyectable, incrementando
asi la vascularizacién del miocardio infartado.

Cummings et al. (2004), se
dispusieron a generar 2 tipos de hidrogeles

(fibrina y colageno tipol) con el proposito de
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comparar las propiedades fisicas de los
mismos; concluyendo que el gel de fibrina es
un polimero muy flexible (28 y 19 Kpa),
mientras que el de colageno es mas rigido
(191-242 kpa), no tan flexible. Al realizar una
mezcla 1:1 (2 mgemL?) de fibrina con
colageno, las propiedades fisicas de los geles,
es el promedio de los geles por separado, por
lo que se obtiene un biomaterial (gel) no tan
duro, ni tan flexible (153-116 Kpa);
permitiendo asi una adecuada manipulacion y
gue a su vez genera un buen mantenimiento y
proliferacion de células de musculo liso de
aorta de rata. Chung et al, en 2015
compararon el efecto que provocaban tres
tipos de geles (fibrina, colageno tipo 1, y P-
fibrina) en las células de tejido adiposo. P-
fibrina es la mezcla de polietilenglicol con la
fibrina, concluyendo que, las células de tejido
adiposo logran crecer y proliferar en mayor
cantidad con los geles de naturaleza de
fibrina, sin embargo como copolimero (P-
fibrina) al igual que en el estudio llevado a
cabo por Cummings et al. (2004), los
copolimeros otorgan mayores propiedades
fisicas y quimicas que pueden ser benéficas
para las células a estudiar, en este sentido, en
los andamios de P-fibrina, se lograron
apreciar que las células crecian de una
manera mas elongada y formaron mayores

estructuras de conformacion tubular.
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Cultivo de células en
fibrina (monocapa, 2D)

Cultivo de células en
fibrina (inmersas, 3D)

Figura 4. Cultivo de CPEs en hidrogeles de fibrina. Presentando dos abordajes a 648 y 720 h de
cultivo estandarl) cultivo en monocapa (lado izquierdo; densidad de 1x10%® CPEsecm),
observandose disposiciones de células en estructuras circulares; proceso incipiente de
vascularizacion. y 2) cultivo de células inmersas (3D; densidad de 1x10% CPEsscm-3), Observandose
un crecimiento 3D de las células en el hidrogel con un mayor nimero de proyecciones de filopodios
conocidas como “sprouting” endoteliales. Anexando a esta secuencia de imagenes una
reconstruccion Z stack de las células observadas en microscopia multifotnica.

4.4 Electrohilado

Una parte del conocimiento de
ingenieria de tejidos vasculares se ha
abordado por la técnica de electrohilado, el
cual, es un proceso que utiliza la fuerza
electrostatica para obtener fibras de polimero
natural o sintético en escala nanométrica, de
tal manera que se puede mimetizar la matriz
extracelular, proporcionado un microambiente
Optimo para la proliferacion, migracién y/o
diferenciacion celular. Podria presentar una

ventaja al poder modular la porosidad del
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andamio y si fuese necesario la alineacion de
las propias fibras (Agarwal et al., 2008).
Andamios de nanofibras tubulares
han sido producidos como injertos vasculares
con mezclas de colageno, elastina y otros
polimeros reabsorbibles (PCL, LC, PLGA y
PLLA); un ejemplo de estas combinaciones es
45% colageno, 15% elastina y 40% polimeros
reabsorbibles (Ercolani et al., 2015). Un
enfoque de estos estudios corresponde al
realizado por Filipe et al. (2018) que

demostraron In vitro e In vivo que al
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electrohilar un andamio de seda de Bombix
Mori se obtienen caracteristicas reologicas
(elasticidad, elongacion y punto de ruptura)
similares a una aorta de rata, llegando a ser
mejor que un modelo comercial de

politetrafluoroetileno.

4.5 Bioimpresion

Se ha reportado el proceso de
impresion de constructos 3D implementando
células y biomateriales. La “biofabricacion”
funcional de tejidos y 6rganos se realiza
mecanicamente adicionando biotinta (células
suspendidas en biomateriales) dispuestas
capa por capa para homologar el tejido u
6rgano en funcién a su histologia y anatomia.
Controlando la micro y macro arquitectura del
disefio se proporcionard lo esencial del
espacio de crecimiento celular y las
propiedades mecanoquimicas adecuadas (Liu
et al., 2015; Song et al., 2018; Kolesky et al.,
2016)

Recientes estrategias se han
enfocado en el desarrollo acelular de
estructuras de “sacrificio”, las cuales son
biotintas que pueden ser impresas con una
fina resolucién para generar estructuras que
después seran removidas por disolucion;
generando microcanales donde las células
endoteliales puedan proliferar.

El uso de materiales de “sacrificio” fue
primeramente demostrado por Miller et al.
(2012), quienes implementaron una tinta
soluble de azucar. Primero fue bioimpresa la
estructura tubular vascular con didmetros

uniformes de 150 um, esta estructura tubular

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 3

fue embebida con un hidrogel; seguido de un
proceso para disolver la estructura tubular con
agua. Esto permiti6 que en el hidrogel se
generaran estructuras tubulares que actuaron
como guia de proliferacién celular de las
células endoteliales.

4.6 Microfluidos

El cultivo en sistema de microfluidos o
sistema en “chips” se considera una
prometedora forma de cultivo celular, el cual
es definido como un cultivo que permite
modular flujos de medio de cultivo hacia
células contenidas en camaras con micro-
canales; este tipo de cultivo puede aportar
estimulos similares a los fisiolégicos,
bioguimicos y mecanicos. En el tema del
cancer, puede contribuir al estudio de la
formacion, progresién y respuesta a terapia
(Meng et al., 2019). La relevancia fisiolégica
es alta y tiene potenciales usos para predecir
el desarrollo o progresion de las
enfermedades; para tales fines, actualmente
se han modelado de manera exitosa sistemas
de cultivos en chips de alveolos pulmonares,
corazébn, tubulos del rifién, barrera
hematoencefalica, higado entre otros. Entre
las enfermedades o alteraciones fisiol6gicas
gque se han mimetizado se encuentran: Edema
pulmonar, trombosis, asma y obstruccion
pulmonar crénica (Sontheimer et al., 2019;
Schoéneberg et al., 2018).

Los sistemas en microfluidos se han
convertido en herramientas invaluables para
desarrollar e investigar las propiedades del

nicho perivascular In vitro, de este modo
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Winkelman y Dai 2015 desarrollaron un
sistema de red microvascular formada por
células HUVECs (1x106 célulasemL?) vy
fibroblastos humanos pulmonares (2x106
célulasemL?). Las células fueron suspendidas
en hidrogeles de fibrina 3D dentro de un
sistema de microfluidos con el objetivo de
recrear un nicho neurovascular de manera
artificial y poder entender la dinamica que se
esta teniendo entre las células endoteliales y

las células neurales (Winkelman & Dai, 2015).

Conclusiones

El desarrollo In vitro de procesos
vasculogénicos o0 angiogénicos es de vital
importancia debido a que la mayoria de los
o6rganos y tejidos funcionalmente hablando
deben estar vascularizados. Pese a que
existen fortalezas en cada una de las técnicas
anteriormente mencionadas para la obtencion
de procesos vasculares, también existen retos
que deben ser abordados para la correcta
integracion, forma y funcién de los vasos
sanguineos generados. Clinicamente, el
tiempo de espera (en algunos casos son
meses) para generar un sustituto de tejido u
O6rgano autdlogo de manera artificial es un
impedimento, que posiblemente el paciente
no pueda tener, ya que dependera de su
estado de salud, condicidn fisica y edad. Por
lo que es importante realizar mayores
investigaciones en los procesos de obtencion
celular, generacibn de matrices y su
mantenimiento artificial. Por ejemplo, saltando
la importancia de generar procesos de

vascularizacién e incentivando la curiosidad
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cientifica se ha observado que el estado de
maduracion celular respondera de diferente
manera al generar sustitutos vasculares. En
ese sentido se ha descrito que la adicién de
acido ascérbico y acido retinoico en el medio
de cultivo celular endotelial potencializa la
produccion de colageno, y a su vez esto
incrementa las propiedades mecanicas del
constructo vascular (Hoenig et al., 2005).

En un futuro las aplicaciones de la
Ingenieria de tejidos vasculares podran
permitir plantear trasplantes sin riesgos de
rechazo y efectivos funcionalmente, ya sea
por xenotrasplantes, alotrasplantes o
autotrasplantes. En teoria, potencialmente
podrian generarse cualquier tipo de érgano y
tejido a un paciente especifico; incluso con

sus propias células haciendo uso de hiPSCs.
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RESUMEN

El humus constituye la fraccion de materia organica mas abundante que esta distribuida en
ambientes acuaticos y terrestres. La evidencia acumulada en las Gltimas dos décadas indica que las
sustancias himicas y sus analogos quinonas tienen un papel relevante en el transporte, destino y la
conversion redox de compuestos organicos e inorganicos tanto en reacciones quimicas como
microbiolégicas. Algunos de los compuestos que son susceptibles a ser convertidos o
biotransformados por microorganismos utilizando el humus o quinonas como mediadores redox (MR)
son colorantes tipo azo, compuestos nitroaromaticos y halogenados y metaloides. En este trabajo se
presenta la contribuciéon que han tenido los microorganismos en procesos de Oxido-reduccion,
especificamente en la biotransformacién de colorantes tipo azo.

Palabras clave: sustancias humicas, quinonas, mediadores redox, microorganismos, colorantes

azo.
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Humus constitutes the most abundant fraction of organic matter distributed in aquatic and terrestrial
environments. Accumulated evidence in last two decades indicates that humic substances and their
quinones analogues play important roles in transport, fate, and redox conversion of organic and
inorganic compounds in both chemical and microbial conditions. Between the compounds susceptible
to be converted or biotransformed by microorganisms using humic substance or quinones acting as
redox mediators are azo dyes, nitroaromatics and halogenated compounds, and metalloids. In this
review it is presented the contribution of microorganisms in redox processes, specifically during the
biotransformation of azo dyes.

Key words: humic substances, quinones, redox mediators, microorganisms, azo dyes.

INTRODUCCION compuestos donadores y aceptores de

electrones en procesos anaerobios de
Con la mayor demanda de productos )
) ) ) ) decoloracién (Cervantes et al., 2000a). A
textiles, la industria textii y sus aguas )
. pesar de la gran ventaja, el empleo de MR
residuales han aumentado o .
) o puede resultar poco promisorio debido a los
proporcionalmente, convirtiéndola en una de ] o o
. costos de operacion que implica la adicién
las principales fuentes de graves problemas ) ) _
L continua de los catalizadores. Una estrategia
de contaminacion en todo el mundo. En o ]
. que permitiria utilizar los MR en biorreactores
particular, la descarga de efluentes ) ) ) o
) . en continuo y sin necesidad de adicionarlos de
coloreados en el medio ambiente es ) -
) ) L manera constante, es inmovilizandolos en
indeseable, no solo por su color, sino también }
materiales soporte (Cervantes et al., 2011). En
porque muchos colorantes de aguas o )
) esta revision se abordan las estrategias que
residuales y sus productos de - ]
L o . se han utilizado en los ultimos afios para el
descomposicion son toxicos y/o mutagénicos _ _ _ .
uso de MR en sistemas biolégicos continuos
(Dos Santos et al., 2007). Los colorantes azo ) ]
B . para la biotransformaciéon de los colorantes
son utilizados para el proceso de tefiido de )
) , ) tipo azo.
textiles y se estima que las cantidades que no

se fijan a las fibras dependen de la clase de

. Biodiversidad de microorganismos reductores
colorante empleado, variando del 2 % cuando

L. de quinonas y humus
se usan colorantes basicos al 50 % cuando se q y

. . El estudio pionero que reporté la
usan colorantes reactivos (Péez et al., 2009). P a P

. . . capacidad de los microrganismos para utilizar
Una alternativa que se ha visualizado para

. sustancias humicas como aceptores finales
tratar efluentes que contienen colorantes azo

. de electrones fue reportado por Lovley et al.
es el uso de mediadores redox (MR), que son P P y

(1996a). Inicialmente se observé que la
compuestos capaces de acelerar la

. aplicacion del humus como agente quelante
transferencia de electrones entre los

aumentaba la biodisponibilidad de 6xidos de
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Fe(lll). Este proceso promovié una mayor
biodegradabilidad de hidrocarburos por los
microrganismos en  comparacién  con
compuestos quelantes sintéticos (Lovley et
al., 1996b), incluso considerando que el
humus presentd una capacidad inferior como
quelante comprada con los compuestos
sintéticos. A partir de ahi, Lovley et al. (1996a)
plantearon la hipétesis de que algunos
microorganismos podrian ser capaces de
transferir electrones derivado de la oxidacion
de contaminantes hacia grupos redox en las
guinonas  presentes en el  humus.
Experimentos posteriores demostraron que
las bacterias reductoras de hierro Geobacter
metallireducens y Shewanella algae pueden
utilizar las sustancias humicas y el compuesto
modelo antraquinona-2,6-disulfonato (AQDS)
como aceptores finales de electrones
acoplado a la oxidaciobn de acetato e
hidrogeno. La mayoria de los microrganismos
reductores del humus han mostrado también
capacidad para reducir Fe(lll), ademas,
microorganismos desnitrificantes,
sulfatoreductores, halorespiradores,
fermentativos e incluso metanogénicos han
mostrado capacidad para reducir el humus
(Cervantes et al., 2000b). Sin embargo, la
reduccion del humus o quinonas no es
universal, ya que hay bacterias reductoras de

Fe(lll) incapaces de utilizar el humus o

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 3

quinonas como aceptores de electrones
(Weelink et al., 2009). Microorganismos con la
capacidad de transferir electrones hacia el
humus o quinonas han mostrado también la
capacidad de crecer, lo que se reconoce como
respiracion de humus. Sin embargo, la
oxidacién anéxica de sustratos acoplada a la
reduccibn de humus por diferentes
microorganismos, incluyendo las pruebas en
arqueas, no mostraron crecimiento
detectable, lo que sugiere una actividad
bioguimica no especifica (Martinez et al.,
2013).

Los hallazgos anteriormente descritos
han permitido que durante los ultimos afios se
utilice a las sustancias humicas y las quinonas
como MR para acelerar la conversion de
contaminantes prioritarios como colorantes
azo, compuestos aromaticos y alifaticos
halogenados, nitroaromaticos y metaloides.
(Van der Zee & Cervantes, 2009). Este
proceso es llamado catalisis, debido a que los
mediadores no afectan la estequiometria
general de la reaccion. Una reaccion
catalizada realiza un mecanismo diferente del
que sigue la reaccién no catalizada. Dicho
mecanismo tiene una energia total de
activacibn menor que la reaccibn no
catalizada, lo cual explica la rapidez en la
velocidad de reaccion (Rios Del Toro et al.,
2012) .
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M X Colorante
DE Aminas

Aromaticas

Figura 1. Representacion del mecanismo biolégico anaerdbico de reduccidon de colorante azo
acoplado con un MR mediador redox, DE donador de electrones (Garcia, 2008).

Colorantes tipo azo

Los colorantes tipo azo son los mas
empleados en la industria textil. Un ejemplo se
muestra en la Figura 2, en donde su principal
caracteristica son los grupos funcionales
cromoforos que estan representados por el
enlace -N=N- y la presencia de grupos
sulfénicos que permiten una fuerte fijaciéon a
los grupos cationicos de fibras. Han sido
reportadas tres familias, monoazo, diazo y
triazo, cada una de ellas existe con diferentes
propiedades (Ledn et al., 2010), siendo los
colorantes monoazo dispersos los de mayor
consumo debido a que se usan para tefir
fibras e hilos de poliéster, acetato, nylon y
acrilico (Garcia & Brillas, 2016). Los
colorantes azo son muy estables en el medio
ambiente debido a su persistencia en
condiciones naturales de oxidacion 'y
reduccién, exposicion a la luz vy

NH,

biodegradacion. Actualmente existen cerca de
100,000 diferentes tipos de colorantes en el
mercado, de los cuales aproximadamente el
40% son colorantes tipo azo (Dharshini &
Sumathy, 2018).

Se han probado diferentes métodos
para eliminar los colorantes azo de aguas
residuales para evitar los problemas
ambientales que ocasiona y los peligrosos
efectos sobre los seres vivos. Varios estudios
han informado que los tratamientos
fisicoguimicos como la coagulacion, la
adsorcion o la filtracibn por membranas
selectivas permiten la decoloracion en las
aguas residuales, con la desventaja que se
generan grandes volimenes de lodo o
requieren  mantenimiento regular para
adsorbentes o regeneracion de membranas
(Garcia et al., 2011).

NH,

s Salag %

SO;Na

SO;Na

Figura 2. Estructura quimica del colorante Rojo Congo.
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Aplicacion de mediadores redox

La digestion anaerobia ha tomado
gran importancia en el tratamiento de
colorantes gracias a la implementacién de
MR (Olivo et al., 2015). Debido a que los
colorantes azo son compuestos electrofilicos,
su eliminacién requiere un método reductivo
mediante una reaccion de oxidacion-
reduccion, en la cual el colorante actia como
un aceptor de electrones en condiciones
anaerobias, conduciendo a la reduccién de su
grupo croméforo y la perdida de color (Walker
et al, 1971). Ademas, ya ha sido
ampliamente  documentado que bajo
condiciones anaerobias es mas eficiente en la
degradacion de colorantes que su contraparte
aerobica (Baeta et al., 2012; Dos Santos et
al., 2006; Méndez-Paz et al., 2005). La
transferencia de electrones libera pequefias
cantidades de energia quimicamente ligada,
disminucién en la energia libre, la cual es
usada para el crecimiento de los organismos
anaerobios, este proceso suele involucra un
consorcio complejo de microorganismos que
llevan a cabo la degradacion de la materia
contaminante principalmente en tres etapas:
hidrélisis, acetogénesis y metanogénesis
(Gonzalez & Escamilla, 2006).

La eficacia de los tratamientos
anaerobios en la degradacion de efluentes
textiies ha sido ampliamente estudiada y
demostrada tanto en cultivos mixtos como
cultivos puros. Los cultivos mixtos de
microorganismos presentan la ventaja de que

las distintas cepas presentes en el consorcio

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 3

atacan a las moléculas o los compuestos azo
de colorante de forma diferente y
complementaria. La identificacion quimica de
los productos de degradacion de los
colorantes muestra que la decoloracion tiene
lugar mediante una via reductiva. La
reduccién anaerobia de colorantes consiste
en la ruptura reductiva de los enlaces azo
presentes en la estructura de estos
compuestos. Es decir, los enlaces tipo azo (-
N=N-) son reducidos para formar aminas
arométicas (Cervantes, 2008), esto mediante
una variedad de enzimas citoplasmaticas con
baja especificidad por el substrato llamadas
azorreductasas, que también son capaces de
reducir quinonas (Ryan et al., 2010).

La adicién de MR o la presencia de
sales tiene la capacidad de acelerar la
descomposicién de colorantes azo como se
ha mencionado anteriormente. A su vez, la
aplicacion de sistemas de alta velocidad,
tales como el reactor anaeroio de flujo
ascendente (UASB) o lecho expandido de
lodos granulares (EGSB), en los cuales los
tiempos de residencia hidraulicos desacoplan
de los tiempos de retencion de solidos,
facilitan la eliminacién de los colorantes de las
aguas residuales (Lépez et al., 2007). Dadas
las obvias ventajas que ofrece la digestion
anaerobia, su bajo costo de instalacion y
operacion, han sido considerada como una
potencial alternativa en el tratamiento de los
efluentes textiles

El tratamiento de colorantes azo ha

resultado ser un trabajo lento y complicado de
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llevar acabo (Alvarez et al., 2017a). Se ha
demostrado que el uso de MR puede ayudar
a resolver el problemam, tal como se muestra
en los estudios presentados en la Tabla 1.
Los MR permiten alcanzar altas en tasas de
decoloracién, mejorando la degradacion de
colorantes azo al actuar como acarreadores
de electrones y aumentando las velocidades
de reaccion en uno o varios 6rdenes de
2002).
algunos de los MR reportados estan la
riboflavina (Field & Brady, 2003; Dos Santos
et al., 2005a), la melanina (Turik et al., 2002;
Brigé et al., 2008), quinonas (Cervantes et al.,
2017a) como
antraquinona-2-sulfonato, lawsona y AQDS
(Dos Santos et al., 2004; Yaniris & Obaya
2006; Leodn et al., 2010). Durante los dltimos

magnitud (Guzman et al.,, Entre

2000a; Alvarez et al., la

afios se ha acumulado suficiente evidencia
que indica que las quinonas y sustancias

hamicas pueden desempefian un rol

importante como MR en procesos de

reduccion anaerobia y en la
biotransformacion otro tipo de contaminantes
recalcitrantes, como los polihalogenados,
nitroaromaticos, cresoles (Field et al., 2000).
Sin embargo, aln con la ventaja que ofrecen
los MR, su adicién continua surge como su
principal desventaja, ya que son solubles en
concentraciones cataliticamente activas. A
de

considerable incremento en la eficiencia de

pesar gque han demostrado un
reduccidn en colorantes azo, la dosificacion
de estos implica gastos recurrentes. Ademas,
la descarga continua del MR, el cual se
perderia durante el lavado del reactor,
ocasionaria efectos ambientales adversos
(Van Der Zee et al., 2003). Por tal motivo,
desde hace varios afios se han implementado
estrategias de inmovilizacion de MR en
soportes como el carbon activado (CA), el
cual presenta grupos activos en su superficie
que pueden promover las adsorcion (Paez et

al., 2009).

Tabla 1. Mediadores redox utilizados para la decoloracion de colorantes Azo

Colorante Mediador redox Referencia
Rojo reactivo 2 AQDS (Van der Zee et al., 2001)
Amarillo mordant 10 Riboflavina (Field & Brady, 2003)
Rojo reactivo 23
Naranja reactivo 7
Amarillo 3 AQS
) ) (Rau et al., 2002)

Rojo reactivo 14 Lawsona
Amarillo reactivo 23
Negro reactivo 1
Rojo reactivo 2 AQDS

o (Dos Santos et al., 2004)
Naranja acido 7 AQS

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 3
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Amarillo mordant 10

Rojo reactivo 2

Riboflavina

Naranja reactivo 2
Rojo reactivo 2

4-fenilazofenol

Sustancias hlimicas

Amarillo mordant 10
Naranja reactivo 14
Azul directo 53

Sustancias hlimicas

Riboflavina

(Dos Santos et al., 2005)
(Martinez et al., 2013)

(Tan et al., 1999)

(Cervantes et al., 2010)

Lawsona

Azul directo 71
Rojo de metilo
Rojo 4cido
Rojo reactivo

Rojo reactivo 120

Menadiona

(Liu et al., 2009)

Lawsona

(Li et al., 2009)

Carbén activado como mediador redox

Una manera de contrarrestar la
adicion continda de mediadores redox es el
uso de un soporte para para su inmovilizacion
dentro de los reactores. Sin embargo, el uso
de CA es una alternativa disponible, ya que
contiene diversos grupos funcionales en su
superficie, siendo los grupos quinona lo de
mayor importancia por su capacidad de
transferencia de electrones (Mezohegyi et al.,
2007). Van der Zee et al. (2003), evaluaron la
decoloracién de rojo reactivo 2 en un reactor
UASB, al cual se agregé CA como MR,
alcanzdndose una alta capacidad de
decoloraciéon mayor al 90%, comparado con el
40% obtenido por el reactor control que no
contenia CA (Van Der Zee et al., 2003). Asi
mismo, Amezquita et al. (2017) usaron fibras
de CA como soportes para la formacion de
una biopelicula y como MR para la

biotransformacion continua de 4-nitrofenol.

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 3

Los resultados indican que las fibras, con una
alta concentracion de grupos carbonilo,
mejoraron la biotransformacion de 4-nitrofenol

hasta 2.1 veces comparando con el reactor

control.
Aplicacion de mediadores redox
inmovilizados

Diferentes mecanismos de

inmovilizacion han sido utilizados para el
estudio de la estructura, actividad catalitica y
otras propiedades de proteinas, &cidos
nucleicos y otras macromoléculas. Sin
embargo, respeto a los MR, existen pocas
publicaciones (Garcia, 2008). Cervantes et al.,
(2011) reportaron por primera vez la
inmovilizacion de un MR en CA, que presento
una gran capacidad de adsorcion de AQDS,
alcanzando 1,500 mg/g. En un estudio mas
reciente realizado por Alvarez et al., (2017b)

se evallo la capacidad de AQDS inmovilizado
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en granular durante la decoloracién reductora
del azul directo 71 en condiciones microbianas
y quimicas, obteniendo una capacidad de
absorcion de 0.227 mmol/g. El anclaje de
AQDS en carbon granular  mejoré su
capacidad de transferencia de electrones
hasta 2.05 veces (Alvarez et al., 2017b). En
otro estudio también se  inmovilizd
antraquinona-2-sulfonato en CA para evaluar
su capacidad de reducir el colorante rojo
congo en un reactor UASB. En ese estudio se
evalué de manera simultdnea la eliminacién
de p-cresol acoplado a la reduccién de rojo
congo en reactores que operaron durante 250
dias, siendo el

periodo mas largo de

operacion reportado en la literatura

alcanzando (Alvarez et al., 2017a). En los

reactores se alcanzaron eficiencias de
decoloracion de 83.9%, en el periodo |, 88%
enellly79.90 % en el lll, en comparacion
con los obtenidos en el reactor con CA pero
sin el MR que fueron 67.7% en el periodo |,
67.1 % enelll y57.1% en el lll. En un cuarto
periodo se afadié glucosa y p-cresol,
aumentando la eficiencia de decoloracion a
87% para CA-AQS y 72% para CA. En el
ultimo periodo la eficiencia de los reactores
disminuyo drasticamente cuando p-cresol fue
la Unica fuente de energia, pero la eficiencia
de los reactores mejord hasta obtener un 84%
(CA-AQS) vy 71% (CA), tal como puede

observarse en la Figura 3.

Glucosa +
Glucosa p-Cresol p-Cresol
DQO (mg/L) 1000 600 600
| |
TRH (h) 15 10 5 10 10
— 100 A
X -@- Reactor GAC-AQS
o
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o
o
o
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S
()
©
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©
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Figura 3. Desempefio de los reactores UASB en los 252 dias de operacién respeto a el porcentaje

que presento de decoloracién el RC (adaptado de Alvarez et al., 2017a).
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Otro material de soporte para la
inmovilizacion de AQDS vy 1,2- naftoquinona-
4-sulfonato se llevé a cabo en resinas de
intercambio i6nico alcanzando capacidades
maximas de adsorciéon de 1.4 mmol de
AQDS/g
(Cervantes et al.,, 2010). Por otro lado, la

naftoquinona/g y 1.8 mmol

degradacion anaerébica del colorante azo

mejor que los experimentos realizados sin un
MR. La eficiencia de eliminacién de color
después de 48 h de degradacién promedio
89.4% en experimentos con la riboflavina
inmovilizada y 72% sin la adicion del MR
(Martins et al.,, 2014). Otros estudios que
muestran la inmovilizacién de MR se indican

en la Tabla 2.

remazol golden yellow usando riboflavina
inmovilizada en celulosa como MR, fue 56%

Tabla 2. Estudios que muestran la inmovilizacién de MR en distintos materiales.

. Mediador .
Contaminante Soporte Resultados Referencia
Redox
a-Al203 Aumento hasta 7.5
Rojo reactivo ZnO AQDS veces la tasa de (Alvarez et al., 2010)
Al(OH)3 decoloracién.
Rojo reactivo 2
Rojo de metilo Resinas de NOS Aumento hasta 8.8
Naranja de intercambio AQDS veces la tasa de (Cervantes et al., 2010)
metilo anionico decoloracion.
El desemperio del
) reactor con CA-AQS
] Carbén o
Rojo congo ) AQDS alcanza una eficiencia  (Alvarez et al., 2017a)
activado
mayor de
decoloracion.
) Eficiencias de
Azul directo 71 Carbon .
) ] AQDS decoloracion de hasta  (Del Angel et al., 2016)
Rojo congo activado
98.06%.
Tela de Incremento de 3.29 la
Rojo reactivo 2 carbon AQDS decoloracién respecto  (Castafion et al., 2019)
activado al control.
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Conclusién

El uso de sustancias hudmicas y
guinonas actuando como mediadores redox
ha demostrado tener un papel relevante en la
respiracion anaerobia de diferentes bacterias.
Las aplicaciones biotecnolégicas de este
proceso microbiolégico han permitido el
tratamiento de aguas residuales que
contienen contaminantes recalcitrantes como
colorantes azo, y otros compuestos que
pueden ser descargados por industrias
quimicas y petroquimicas. La inmovilizacion
de mediadores redox puede permitir su
aplicaciébn en biorreactores a escala real,
beneficiando la cinética del proceso al
acelerar la biotransformacion de los
contaminantes. Con esto, se puede contribuir
a abatir los problemas de contaminacion
ambiental asociados a las descargas de ese

tipo de compuestos.
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