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RESUMEN

Los biopolimeros estan ganando interés no solo en la industria alimentaria, textil, agricola,
cosmética o como alternativa a los plasticos, sino también en el &mbito farmacéutico y biomédico.
Estos polimeros pueden ser obtenidos a partir de fuentes animales, vegetales o microorganismos.
Esta revision se centrara en los biopolimeros que son obtenidos por fermentacion microbiana ya
que, a diferencia de las otras alternativas de produccion, nos aporta ventajas como mayor
rentabilidad del proceso, modificacién de los microorganismos para incrementar la produccion,
uso de inductores especificos y mejora de las rutas de su biosintesis. Los polihidroxialcanoatos y
los exopolisacéaridos microbianos son biopolimeros con mayor interés farmacéutico y biomédico.
Los primeros se acumulan como granulos insolubles en el interior de diversos microorganismos,
los segundos, sin embargo, son producidos y secretados al exterior de la célula. Ambos
biopolimeros microbianos se caracterizan por poseer propiedades especiales que otros polimeros
sintéticos no tienen, como biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad hacia las células
y tejidos humanos o animales. Ademas, posibilitan la modificacion de muchas de sus propiedades
como la rigidez, elasticidad, cristalinidad y degradabilidad, de forma sencilla dando lugar a una
mejor adaptacion del biopolimero a su uso en diversas aplicaciones. Entre sus numerosas
aplicaciones farmacéuticas destaca la modificacion de la liberacion del farmaco, trasporte dirigido
del farmaco hacia su diana terapéutica, atravesar barreras fisiol6gicas y la protecciéon de agentes
terapéuticos inestables en condiciones fisiologicas. Asi mismo, tienen un papel fundamental en
aplicaciones biomédicas para la formacién de productos sanitarios, como vendas y apositos,
andamios en ingenieria de tejido que son utilizados en la reparacidn de tejidos 6seos, cartilagos,
vasculares, piel, medula ésea y conductos nerviosos. También han demostrado ser buenos
adyuvantes de vacunas y en sistemas de diagnéstico por imagenes, ademas, ciertos biopolimeros

desempefian actividades bioldgicas con potencial terapéutico.

Palabras clave: Biopolymers, applications, biomedicine, polyhidroxyalkanoates,

exopolysaccharides



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

3HB: Acido 3-hidroxibutirico

3HHXx: Acido 3-hidroxihexanoico

3HO: Acido 3-hidroxioctanoico

3HV: Acido 3-hidroxivalérico

4HB: Acido 4-hidroxitirico

ACP: acyl carrier protein

Al203: Oxido de aluminio o alimina

CB: Celulosa bacteriana

EPS: Exopolisacaridos

HA: Acido hialurénico

MSC: Células madres mesenquimales

NADPH: Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato
P3HB4HB: poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)
P(3HB): Poli(3-hidroxibutirato)

P(3HV): Poli(3-hidroxivalerato)

P(4HB): Poli(4-hidroxibutirato)

P(4HV): Poli (4-hidroxivalerato)

PHASs: Polihidroxialcanoatos

PHB: Polihidroxibutirato.

PHBHHX: poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato)
PHBHO: poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxioctanoato)
PHBV: poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
PHHXx (P3HHX): Poli (3-hidroxihexanoato)

PHMV (P3MHV): Poli (3-hidroximetil-valerato)

PHO (P3HO): Poli (3-hidroxioctanoato)

PHP: Poli (3-hidroxipropionato)

PLA: Acido polilactico

PVOH: Alcohol polivinilico

SEM: Microscopia electrdnica de barrido

UDP: Uridina difosfato



INDICE

R [N 2105 10107 0] [ ] TR 6
11 Clasificacion de 10 biopolimeros ..o 7

2. OBJETIVOS DE LAREVISION .....ooiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 8
3. METODOLOGIA ..ottt 8
4, RESULTADOS Y DISCUSION ......coooiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 10
4.1 Polihidroxialcanoatos (PHAS) ......cccooiiiiiececeee e 10
4.1.1  Clasificacion y propiedades de PHAS........cccccceieririeeieee s 11

4.1.2  Biosintesis y producCion 0 PHAS.........ccviiireiircieieeee et enaens 13

4.1.3  Aplicaciones de 105 PHAS. .......coiiiieiee e 15
4131 PHAs en sistemas de vehiculizacion y administracion de farmacos............c.ccceeevivvenne. 16
41.3.2 PHAS en la ingenieria de teJid0s ..........cceieiririeiiininirec et 17

4.2 Exopolisacaridos (EPS) MICrobDIan0s...........ccoieiiiiineieieesee s 19
42.1  Clasificacion y propiedades de EPS ..o s 20

4.2.2  Biosintesis y produccion de 10S EPS...........ccccoiiiiniineneee e 25

4.2.3  Aplicaciones de 10S EPS ..o 27

5. CONCLUSIONES ...ttt e e 30
B.  BIBLIOGRAFTA ..ottt 31



1. INTRODUCCION

Los biopolimeros se definen como polimeros biolégicamente degradables que son
producidos por organismos vivos y que no muestran un efecto negativo frente al medio ambiente
(Pattanashetti et al., 2017). Son macromoléculas formadas por la unién covalente de pequefias
unidades moleculares llamadas mesdmeros, que han sido obtenidos mediante un proceso de
polimerizacion a partir de moléculas més pequefias denominadas monoémeros. Se caracterizan por
ser polimeros biodegradables y biocompatibles. El termino biocompatibilidad hace referencia a
la propiedad de una sustancia o molécula de no inducir efectos toxicos o dafiinos sobre los
sistemas bioldgicos donde actla. La biodegradacién, sin embargo, hace referencia al ataque de
organismos vivos, normalmente microorganismos, a estos polimeros, con el fin de
descomponerlos en los elementos quimicos que los componen. Esta se origina mediante la ruptura
de enlaces presentes en su cadena principal, de forma que son degradados a didxido de carbono

y agua, en condiciones aerobias, 0 a metano, en condiciones anaerobias (Santo-Rosa, 2013).

Gracias a su biocompatibilidad y degradabilidad, los biopolimeros estdn siendo
ampliamente estudiados como posibles sustitutos de polimeros sintéticos obtenidos
fundamentalmente del petréleo. Aunque estos plasticos han sido muy utilizados desde la
antigiedad por sus maltiples aplicaciones, no solo en la industria, sino también en la vida
cotidiana. Actualmente su uso se ve frenado por la constante acumulacion de residuos plasticos
en el medio ambiente, consecuencia principalmente de su capacidad de resistir a la corrosion y a
la descomposicién bacteriana. En este sentido, los biopolimeros al proceder en su mayor parte de
recursos renovables se convierten en una interesante alternativa a los plasticos (Valero-valdivieso,
2013). El motivo principal que frend el empleo de los biopolimeros en épocas anteriores fue el
elevado coste de produccidn respecto a los plasticos de origen petroquimico. Para darle solucién
a este problema, actualmente se investiga la posibilidad de obtencion de estos biopolimeros a
partir de sustratos baratos, como la glucosa, sacarosa, glicerol, lignina, xilosa, 0 materiales de
desecho y fuentes alternativas, como suero de leche, aceite de palma, harina de girasol, entre
otras. Otra alternativa para reducir el coste es realizar una produccion simultanea y secuencial de
biopolimeros de origen microbiano concomitante con diversos productos. Es importante también
buscar estrategias de extraccién y purificacion del producto que permitan la reduccién de los
costes de su obtencién para que se incremente su utilizacion en el mercado donde todavia

predominan los derivados de petréleo (Luef et al., 2015; Zheng et al., 2019).

La importancia que tienen los biopolimeros radica en su uso en una amplia gama de
aplicaciones, que va desde la industria alimentaria, textil, agricola y cosmética hasta su uso en el

ambito farmacéutico y biomédico. Estas aplicaciones son debidas a sus propiedades
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biodegradables y biocompatibles, asi como a la facilidad de modificar otras caracteristicas
fisicoquimicas del biopolimero con el objetivo de mejorar su adaptacion al uso en diferentes
ambitos. Los biopolimeros han sido explotados fundamentalmente para su aplicacion en Medicina
y Farmacia, asi se emplean en sistemas de administracion de farmacos, ingenieria de tejidos,
formacion de productos sanitarios y sistemas de diagndstico, entre otros. Posibilitan la
administracion de farmacos que presentan inestabilidad en el organismo o que generan muchos
efectos adversos, gracias su potencial para ser usados como vehiculos de diferentes farmacos con
la posibilidad de dirigir el farmaco a un tejido selectivo. Son también buenos materiales para la
formacion de andamios, vendas o apositos no toxicos para el ser humano, empleados en la

curacion de heridas o sustitucion de tejidos (Rojas Cortés et all., 2010).

1.1 Clasificacion de los biopolimeros

Los biopolimeros los podemos clasificar en funcién de su origen en tres grupos:
biopolimeros extraidos directamente de la biomasa, biopolimeros sintetizados a partir de
monémeros de la biomasa (bio-derivados) y biopolimeros producidos directamente por

microorganismos (Figura 1) (Armentano et al., 2013; Valero-valdivieso, 2013).

Biopolimeros

Extraidos de la Smtetlzac,ios a partir Producidos por
de mondmeros de

biomasa . microorganismos
biomasa

Polisacaridos Acido polilactico

Otros poliésteres

AT como el PVOH

Figura 1. Clasificacion de los biopolimeros biodegradables.

Los polimeros extraidos directamente de la biomasa como los polisacaridos, proteinas
(caseina, suero de leche, gelatina, gluten y soja) y lipidos, son obtenidos generalmente de plantas

y animales, la mayoria se suelen caracterizar por su naturaleza hidrofilica y algo cristalina
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(Labeaga, 2018). De los polimeros obtenidos a partir de biomondmeros, el mas destacable es el
acido polilactico (PLA) por sus aplicaciones médicas y a nivel industrial. Los polimeros
derivados, se suelen obtener por polimerizacion directa a partir del &cido lactico, monémero que
puede sintetizarse por via quimica o por via biotecnoldgica (fermentacion microbiana) (Herryman
Munilla y Blanco Carracedo, 2005). Los polimeros del ultimo grupo, producidos por
microorganismos, son los polihidroxialcanoatos (PHAS) y algunos polisacaridos. Los PHAS son
polimeros lineales constituidos por unidades de hidroxialcanoatos mientras que los polisacaridos
son polimeros constituidos por monosacaridos unidos por enlaces glucosidicos. Los polisacaridos
microbianos pueden situarse en el interior de la célula, actuando generalmente como reserva
energética, pueden formar parte de la estructura celular o secretarse al exterior de la célula
(Schmid etal., 2015). Los polisacaridos microbianos extracelulares, también denominados
exopolisacaridos, son importantes para la formacién de biopeliculas y la patogenicidad. Esta
revision se centrara en aquellos biopolimeros que son producidos por microorganismos y que
tienen potencial de aplicacion en Biomedicina y Farmacia, como es el caso de los PHAs y
exopolisacéridos (EPS).

2. OBJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo principal de este trabajo es llevar a cabo una revision bibliografica de las
aplicaciones més actuales y relevantes de los PHAs y EPS microbianos en el &mbito biomédico
y farmacéutico. Para ello es importante conocer los diferentes tipos de PHAs y EPS que se
utilizan, asi como las propiedades que los caracterizan. Ademas, es fundamental tener
conocimiento de las principales rutas biosintéticas y los factores que influyen en su biosintesis,
asi como conocer los microorganismos que son capaces de producirlos y saber como se lleva a

cabo esa produccion biotecnolégica.

3. METODOLOGIA

La metodologia seguida para la elaboracién del presente trabajo de revision bibliografica
consistié en la recopilacion de informacidn encontrada en articulos procedentes de distintas bases
de datos tanto multidisciplinares como especializadas, entre ellas, Scopus, Science Direct,
PubMed, Google académico y Dialnetplus. Estas dos ultimas se usaron fundamentalmente para
conocer aspectos generales de los biopolimeros que nos permitié tener una idea general del tema.
La busqueda de informacidn se fue moldeando en funcidn de la informacion que se queria obtener
para cada parte del trabajo. Se han estudiado aquellos articulos relacionados con la clasificacion,

biosintesis y produccion tanto de los exopolisacéridos como de los polihidroxialcanoatos. Para
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esto se utilizaron palabras claves en inglés de “polyhidroxyalkanoates”, “exopolysaccharides”
acompafados de “synthesis” o “production”. Segun el interés, no se aplicé ninguna limitacion del
afio de publicacién. La basqueda de aplicaciones de los biopolimeros se inicié usando palabras
clave como “biopolymers”, “applications”, “biomedicine” y “pharmacy”, y se continud con una
busqueda enfocada hacia aplicaciones mas concretas para polihidroxialcanoatos y los diferentes
tipos de exopolisacaridos. En este caso se realizd un refinamiento de limitacion de afios cercanos

al 2020-2021 con objetivo que hallar las ultimas aplicaciones al respecto.

Se considera a destacar en este trabajo, el nimero de los estudios e investigaciones que se
han llevado a cabo durante los afios 2000-2019 con el objetivo de poner de manifiesto el
incremento de importancia que se les estd dando a los biopolimeros en los Gltimos afios. La gréfica
de la figura 2 se elaboro utilizando la base de datos Science Direct, usando como palabra clave
“biopolymers” sin ninguna limitacion de busqueda. La grafica representa el numero de
publicacién sobre biopolimeros por afio, desde el afio 2000 hasta el afio 2019. Se observa que el
namero de publicaciones sobre biopolimeros aumenta conforme pasan los afios, alcanzando las

7430 publicaciones en el afio 2019.

Busqueda en Science Direct

0
B0
3982
1380
D
'
1
4 1
008

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 ,015 2016 2017 2018 2019
Afio de publicacién

N2 de publicaciones

Figura 2. Namero de publicaciones sobre biopolimeros por afio en el recurso electronico
Science Direct.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Los PHAs son polimeros de &cidos hidroxialcanoicos que estan rodeados de una monocapa
de fosfolipidos que contienen enzimas polimerasas y despolimerasas. Estos se acumulan como
granulos insolubles dentro del citoplasma de diversos microorganismos (Figura 3) (Sudeshetal.,
2000).

Membrana
Enzimas
polimerasas y
despolimerasas

PHA

Figura 3. Esquema del granulo de PHAs acumulado
intracelularmente (Sudesh et al., 2000).

Quimicamente, los PHAs son polimeros lineales compuestos por unidades de
hidroxialcanoatos como estructura basica (Figura 4) (Luef et al., 2015). La polimerizacion de los
acidos hidroxialcanoicos (mondmero) por accion de enzimas intracelulares, tiene lugar mediante
la formacion de un enlace éster entre el grupo carboxilo de un monémero y el grupo hidroxilo del
siguiente monémero. La formacion de este enlace hace que los PHAs sean conocidos también
como biopoliésteres (Khanna y Srivastava, 2005).

R O

\0 N

e -t n

Figura 4. Unidad basica repetitiva de los PHAs. La m tipicamente tiene valor de 1 (con la
excepcion de los 4-hidroxialcanoatos) y la n hace referencia al nimero de repeticiones de la
unidad basica, cuantifica el grado de polimerizacién (Luef et al., 2015).
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La diversidad de los PHAs esté influenciada por varios factores que incluyen: tipos de
monodmeros que constituyen el polimero, longitud de la cadena, relacion de mondmeros en el
copolimero, forma en la que se disponen las microestructuras de polimeros distinguiendo entre
homopolimeros, copolimeros aleatorios y copolimeros de bloque, grupos funcionales en las
cadenas laterales de los polimeros y los pesos moleculares. La combinacion de estos factores
permite obtener PHAs con diversas propiedades, incrementando la posibilidad de poder ser

aplicados en diversos &mbitos (Zheng et al., 2019).

4.1.1 Clasificacion y propiedades de PHAS

En funcién del nimero de carbonos que componen la unidad repetitiva, los
polihidroxialcanoatos se clasifican en PHA de cadena corta o scl-PHA (“short-chain length
PHA”), PHA de cadena media o mcl-PHA (“medium-chain length PHA”) y PHA de cadena larga
0 Icl-PHA (“long-chain length PHA™). Sin embargo, también existen PHAs mixtos que se
componen de mondmeros tanto de cadena corta como de cadena media (Gonzélez et al., 2013).
El tipo de PHA sintetizado depende del tipo de enzima encargada de su sintesis (PHA-sintasa),

del tipo de sustrato utilizado y de la ruta metabdlica involucrada (Lemos et al., 1998).

Los scl-PHAs son aquellos polimeros compuestos por unidades monomeéricas de 3 a 5
atomos de carbono. Dentro de este grupo podemos destacar algunos homopolimeros como el
poli(3-hidroxibutirato) P(3HB) o PHB, poli(3-hidroxivalerato) P(3HV), poli(4-hidroxibutirato)
P(4HB) y poli(4-hidroxivalerato) P(4HV), obtenidos por la polimerizacion de los monémeros
3HP, 3HB, 3HV, 4HB y 4HV, respectivamente. Los mcl-PHAs son aquellos polimeros
compuestos por unidades monoméricas de 6 a 14 &omos de carbono. Dentro de este grupo
destacan los homopolimeros poli(3-hidroxihexanoato) PHHx y poli(3-hidroxioctanoato) PHO,
obtenidos por la polimerizacion de los monoémeros 3HHx y 4HO, respectivamente. Los Icl-PHAS
son aquellos polimeros que presentan mas de 14 &tomos de carbonos, son poco comunes y menos
estudiados que el resto de los PHAs. Estos Gltimos, al no tener potencial de ser usados en
aplicaciones biomédicas y farmacéuticas, no se incluyen en esta revision. En la figura 5 se puede

observar algunas de las unidades repetitivas que constituyen los PHAS.
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Figura 5. Representacion estructural de algunas unidades monoméricas
repetitivas en scl-PHAs y mcl-PHAs (Luef et al., 2015).

Debido a su conformacién estructural, los scl-PHAs y los mcl-PHAs difieren en sus
caracteristicas termoplasticas y elastoméricas. Los scl-PHAs se consideran termoplésticos,
mientras que los mcl-PHAs, por tener baja cristalinidad y puntos de fusion menores son
reconocidos como elastomeros (Poirier etal., 2001). En general los scl-PHAs son altamente
cristalinos, rigidos y fragiles, cuya resistencia a la biodegradacion es mayor que los mcl-PHAs,
que se caracterizan por ser materiales amorfos y mas flexibles (Luef etal., 2015; Zheng et al.,
2019). Dentro de los scl-PHAs, el PHB es uno de los mas estudiados y mejor caracterizados,
ademas de ser el primer PHA en ser descubierto (Khanna y Srivastava, 2005). Posee
caracteristicas muy similares al polipropileno (PP) que es uno de los plasticos convencionales (de
la industria petroquimica) de mayor uso, la principal diferencia entre ambas es que el PP tiene
una extension hasta el quiebre de 400% mientras que el del PHB es de 5%, por tanto, el PHB
aparece como un material plastico mas rigido y quebradizo que el PP (tabla 1) (Sudesh etal.,
2000).
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Tabla 1. Comparacion de propiedades fisicas entre scl-PHAS, representado por PHB,

mcl-PHAs y PP.
Parémetro PHB mcl-PHASs PP ’
Temperatura de transicion vitrea, Tg (°C) 4 -25a-40 -10
Temperatura de fusion , Tm (°C) 180 45-50 176
Cristalinidad (%0) 60 30 50-70
Extension hasta rotura (%o) 5 300 400
Fuerza de tension (MPa) 40 10 38

Los PHAs son principalmente utilizados por sus caracteristicas biocompatibles y
biodegradables, no obstante, presentan inconvenientes en sus caracteristicas materiales como la
inestabilidad mecénica y grados de cristalinidad demasiado alto o bajo. Para obtener productos
con mejores propiedades se recurre a la combinacion de PHAS con otros materiales orgéanicos e
inorgénicos, asi como la utilizacion de diferentes precursores para la obtencion de copolimeros
(Koller, 2018). Aunque sean ampliamente utilizados, el elevado coste de produccion de una gran
mayoria de PHAs lleva a que sélo algunos puedan producirse a gran escala. Este es el caso del
homopolimero PHB y de los copolimeros P(3HB-co-4HB), P(3HB-co-3HV) y P(3HB-co-3HHX)
obtenidos por copolimerizacion de los mondmeros 3HB y 4HB, 3HB y 3HV, 3HB y 3HHX,
respectivamente (Zheng et al., 2019).

4.1.2 Biosintesis y produccion de PHAs

Los microorganismos son capaces de sintetizar PHAS, pero también son capaces de
degradarlos para usarlos como fuentes de carbono y energia. Esto se lleva a cabo gracias la enzima
PHA polimerasa o sintasa y PHA despolimerasa (Phaz). Existen 4 clases de PHA sintasas que se
diferencian por su estructura primaria, composicion de las subunidades y especificidad de
sustrato. Las de clase | y Il son enzimas que estan compuestas por sola subunidad (PhaC). La de
clase | polimeriza preferentemente monomeros de cadena corta (3 a 5 atomos de carbono),
mientras que la de clase 1l polimeriza monémeros de cadena media (6 y 14 atomos de carbono).
Las de clase Il estan compuestas de dos tipos de subunidades, PhaC y PhaE, las de clase IV
contienen la subunidad PhaC y PhaR. Ambas polimerizan, preferentemente, monémeros de
cadena corta (Sudesh et al., 2000).

Se pueden distinguir predominantemente 3 rutas biosintéticas de PHAs en funcién de la

fuente de carbono utilizada, éstas son: degradacién de carbohidratos, degradacion de &cidos

grasos o B-oxidacion y biosintesis de acidos grasos (figura 6).
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Figura 6. Tres de las principales rutas metabdlicas que generan precursores para la
sintesis de PHA (Chen et al., 2015)

Tipicamente, los scl-PHAs, como el PHB, se sintetizan a través de la ruta de acetil-CoA a
3-hidroxibutiril-CoA (ruta I, figura 6) en el que dos acetil-CoA, generados a partir de azUcar,
acidos grasos, 0 aminoacidos, se combinan por la B-cetotiolasa (PhaA) para formar acetoacetil-
CoA. El acetoacetil-CoA se reduce a 3-hidroxibuturil-CoA (3HB) por la accién de la enzima
acetoacetil-CoA reductasa (PhaB) dependiente de NADPH. Los monémeros 3HB son luego
polimerizados por la PHA sintasa (PhaC). Esta via esta tipicamente representada por Ralstonia
eutropha (syn. Cupriavidus necator o Alcaligenes eutrophus) y contiene una scl-PHA sintasa
(PhaC) especifica para sustratos de 3-5 &tomos de carbono. Las rutas Il y Il se usan cominmente
para la sintesis de mcl-PHAs en Pseudomonas spp. En la ruta de degradacion de &cidos grasos
(ruta 11, figura 6) se utilizan productos intermedios del ciclo de B-oxidacion como el enoil-CoA.
Este se transforma mediante R-3-hidroxiacil-CoA hidratasa (PhaJ) en R-3-hidroxiacil-CoA, que
es el precursor de la polimerizacion de mcl-PHA catalizada por la mcl-PHA sintasa (PhaC-mcl).
La ruta de biosintesis de acidos grasos (ruta Ill, figura 6) proporciona R-3- hidroxiacil-ACP,
que es transformado por la enzima 3-hidroxiacil-ACP -CoA transferasa (PhaG) a R-3-hidroxiacil-

CoA. Este, a su vez, es utilizado para la sintesis de PHA (Chen et al., 2015; Kniewel et al., 2017).

Se conocen mas de 300 microorganismos diferentes capaces de sintetizar PHAS, pero son
pocos los microorganismos que se emplean a nivel industrial. De forma general, las bacterias que
se utilizan para la produccion de PHAs se pueden dividir en dos grupos segin las condiciones de
cultivo requerido para su sintesis. El primer grupo de bacterias requiere de la limitacion de
nutrientes esenciales (nitrogeno, fésforo, azufre, magnesio, oxigeno) para sintetizar PHAs a partir
de un exceso de fuente de carbono. Este grupo incluye a Alcaligenes eutrophus, Ralstonia

eutropha, Pseudomonas extorquens y Pseudomonas oleovorans, entre otras. EI segundo grupo de
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bacterias no requiere de la limitacion de nutrientes ya que pueden acumular grandes cantidades
de PHAs durante la fase de crecimiento. Este grupo incluye a Alcaligenes latus, Azotobacter

vinelandii recombinante y Escherichia coli recombinante, entre otras (Lee, 1996).

La produccion biotecnolégica del PHA se lleva a cabo por fermentaciéon y se pueden
utilizar técnicas de cultivo continuo o discontinuo (por lotes) con alta productividad. Con el
primer grupo de microorganismos se emplea con mayor frecuencia un método de cultivo que
consta de dos pasos. En el primero se busca el aumento de la biomasa sin limitacion de nutrientes
mientras que, en el segundo paso, se mantiene limitado un nutriente esencial para permitir la
sintesis eficiente del PHA. Con el segundo grupo de microorganismos se emplea
mayoritariamente el método de cultivo continuo sin limitacion de nutrientes (Khanna y
Srivastava, 2005; Lee, 1996). Después del proceso de fermentacion, tiene lugar la recuperacion
de la biomasa, para ello el caldo de cultivo se centrifuga y la biomasa precipitada se filtra. El PHA
se debe de extraer de la biomasa microbiana, para esto se utilizan solventes organicos como
acetona, cloroformo o dicloroetano. La extraccion del PHA con estos solventes lleva a la
utilizacion de grandes cantidades del mismo haciendo menos econémicos el proceso. Como
alternativa, se utilizan métodos enzimaticos, tratamientos con amonio o digestién con surfactantes
(Andler y Diaz, 2013). La solucidn de PHA resultante se filtra para remover restos de células,
posteriormente se concentra y el PHA se precipita con metanol o etanol. Finalmente, el polimero
precipitado se recupera por evaporacion del disolvente (Gonzélez et al., 2013). En el proceso de
recuperacion de los PHAs se debe de tener en cuenta los productos y métodos utilizados para su
extraccion. Esto se debe a que, durante este proceso, pueden liberarse endotoxinas que, si no son
correctamente eliminadas, ocasionan reacciones inflamatorias por lo que puede limitar su uso en
el ambito biomédico y farmacéutico. Las endotoxinas constituyen lipopolisacaridos (LPS),
componentes resistentes al calor, producidos y ubicados en la membrana celular externa de las
bacterias Gram negativas. Sin embargo, las bacterias Gram positivas no producen LPS (Koller,
2018). Se han desarrollado diversos métodos para la cuantificacion de la carga de LPS de una

muestra de PHAs, como la prueba del Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) (Perdomo, 2004).

4.1.3 Aplicaciones de los PHAs

Los PHAs han sido evaluados y probados con éxito en numerosas aplicaciones biomédicas
y farmacéuticas que incluyen su utilizacién como andamios biolégicos para la regeneracién de
tejidos, portadores de farmacos o como material para implantes y sistemas de liberacion

controlada. Los PHAs han demostrado ser Utiles en injertos vasculares, higado, piel, huesos,
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cartilagos y tejidos nerviosos. Ademas, se ha comprobado con éxito que los implantes de PHA

son completamente biocompatibles y no inmunogénicos (Michalak et al., 2017).
4131 . | hiculizacid Imini .,
farmacos

La administracion de farmacos de forma tradicional ya sea por via extravascular o
intravenosa, posibilita la aparicion de algunos inconvenientes como la distribucion inespecifica
del farmaco en el organismo, incapacidad de mantener concentraciones de farmacos a lo largo del
tiempo, aparicion de efectos indeseables o tdxicos y escasa biodisponibilidad oral (Korde y
Kandasubramanian, 2020). Estos inconvenientes llevaron al desarrollo de sistemas que
proporcionen una cinética de liberacion de farmacos predecible, que permita reducir los efectos
indeseables y las pérdidas del farmaco por degradacién o desactivacion, asi como disminuir las
fluctuaciones de concentracion de farmaco en el organismo (Tarrahi et al., 2020). Se trata de
formulaciones o dispositivos farmacéuticos que aportan perfiles de administracién de farmacos
mas adecuados que los dispositivos convencionales. Se han estudiado diferentes materiales como
portadores de farmacos, entre los que destacan los biopolimeros por ser materiales biocompatibles
y biodegradables, cuyos productos finales son menos toxicos en comparacién con otros materiales
poliméricos diferentes. Los PHAs son utilizados como portadores micro o nanomeétricos de
farmacos hidrofobos, proteinas, vacunas, &cidos nucleicos y macromoléculas bioldgicas,

generalmente en forma de esferas o capsulas (Liy Lim, 2018).

Se han realizado numerosos estudios sobre la formacion de microparticulas en forma de
microesferas 0 microcapsulas con objetivo de obtener y estudiar los sistemas de liberacion
controlada de diversos farmacos. Entre ellos se encuentra la tetraciclina que se carga en
microesferas y microcapsulas de poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) (Sendil
et al., 1999), gentamicina en microesferas de PHBV y wollastonita bioactiva (Li y Chang, 2005),
rubomicina depositada en microparticulas poliméricas (Shishatskaya et al., 2008) y paclitaxel en
microesferas basadas en PHB (Bonartsev et al., 2012). Sin embargo, actualmente hay un gran
auge en cuanto a la investigacion de sistemas de administracion de farmacos de tamafio
nanométrico. Esta se basa en ciertas caracteristicas que presentan las nanoparticulas como una
alta capacidad de atravesar pequefios capilares, facilitar la disminucion de la dosis de
administracion y los efectos secundarios indeseables o posibilidad de ser dirigidos e infiltrarse en
algunos tejidos o células. Ademas, no suelen ser detectados por los fagocitos y son capaces de

circular en el torrente sanguineo durante periodos prolongados de tiempo (Tarrahi et al., 2020).
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Las nanoparticulas mejoran el perfil de administracion de ciertos farmacos como la
hidrocortisona, que requiere de administraciones continuadas para mantener su actividad
antiinflamatoria a nivel ocular. La administracion oftdlmica tdpica de hidrocortisona en
nanoparticulas de PHBV aumenta el tiempo de residencia del farmaco y la penetracion en capas
mas profundas. Lleva a la reduccion de los efectos secundarios indeseables por disminucion de la
frecuencia de administracion (Alvarez et al., 2019). La formacion de bionanocompuestos mejora
las propiedades estructurales, asi como la estabilidad térmica y la actividad de ciertos fArmacos.
Este es el caso del bionanocompuesto PHB-Co03Os4 que presenta una mayor actividad
antibacteriana evaluada mediante unidades formadoras de colonias y métodos de difusién en disco
(Safaei et al., 2020).

El uso en clinica de numerosos farmacos se ve afectada por sus efectos toxicos a nivel
sistémico, estos efectos indeseables pueden reducirse con la administracién de nanoparticulas
cargadas con el farmaco. Uno de los ejemplos son las nanoparticulas de PHBV cargadas con
sunitinib, farmaco ampliamente utilizado en céancer de pulmén (Otroj etal., 2020). Se ha
demostrado también que las nanoparticulas tienen un gran potencial para ser utilizadas como
portadores de genes, este es el caso de nanoparticulas de PHB-co-PEI (polietilenimina) (Memari
et al., 2020). En numerosas enfermedades, como el cancer, es de especial interés que el farmaco
llegue y actle en las células o tejidos objetivos alterados o dafiados y no en las células o tejidos
sanos, en este sentido, las nanoparticulas de PHAs permiten la union de ligandos especificos de
células como folatos, péptidos y azucares que dan lugar a tratamientos mucho mas especificos y
selectivos, reduciendo los efectos toxicos e indeseables asociados a la misma. Asi, se han
disefiado sistemas de administracion de farmacos dirigidos a células cancerosas utilizando como
ligando el acido folico. Como ejemplos se encuentran las nanoparticulas a base de poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (PHBHHX) cargadas con etop6sido (Kiliay et al., 2011)
y las nanoparticulas constituidas por poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxioctanoato) (PHBHO)
cargadas con doxorrubicina (Zhang etal., 2010). EI hecho de que ambos sistemas de
administracion contengan acido folico hace que la terapia contra el cancer sea dirigida y mas

selectiva.

4.1.3.2 PHAs en la ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos se centra en la creacion de tejidos vitales mediante la combinacion
de biomateriales, células y moléculas bioactivas y tiene como objetivo reparar los 6rganos y
tejidos dafiados o alterados. La alta biocompatibilidad de los PHAs asi como sus propiedades
mecanicas y los tiempos de degradacién adecuados, los convierten en candidatos ideales para la

produccién de andamios. Estos pueden ser utilizados en la reparacion del dafio de varios tejidos
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(duros y blandos) como los tejidos 6seos, vasculares, cartilagos, piel, medula ésea y conductos

nerviosos (Rodriguez-Contreras, 2019).

La ingenieria de tejidos implica el uso de un andamio biocompatible adecuado (figura 7).
Los PHAs desempefian un papel importante en este campo ya que poseen la mayoria de las
propiedades requeridas como biomaterial para la formacion de andamios, como
biodegradabilidad, biocompatibilidad, vascularizacion y suficiente resistencia mecanica (Lim
et al., 2017). Estas propiedades pueden ser mejoradas con la combinacion del PHA con sustancias
inorgénicas, hidroxiapatita (HA), hidrogeles e incluso otros polimeros biocompatibles
(Rodriguez-Contreras, 2019).

Figura 7. Aspecto y microestructura de andamios porosos de PHB. A: apariencia del
andamio de PHB; B: microfotografia del andamio de PHB con prueba de tinta; C y D:
estructura porosa del andamio de PHB con SEM x 150 (C), x 1000 (D) (Volkov et al., 2020).

Numerosas investigaciones demuestran que los PHAs pueden ser utilizados para la
formacion de andamios 6seos. Uno de los mas actuales estudia la regeneracion de defectos 6seos
de tamafio critico del hueso parietal en ratas, mediante el uso de andamios de PHB/hidroxiapatita
rellenos con un hidrogel de alginato sembrados con células madre mesenquimales (MSC). Los
resultados obtenidos de este estudio demuestran que el andamio de PHB/HA relleno con hidrogel
de alginato que contiene MSC mejora la regeneracion dsea, debido a las propiedades
osteoinductoras de los andamios y al potencial regenerativo de las MSC (Volkov et al., 2020).
Los PHAs también tienen las caracteristicas adecuadas para ser empleados en la formacion de
cartilagos, algunas investigaciones demuestran que el uso de PHAS puede ser una alternativa
importante a los procedimientos quirdrgicos actuales en la reparacion de cartilagos, en los cuales

no se pueden restaurar la funcion normal del mismo (Rodriguez-Contreras, 2019). En un estudio
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reciente se evaluo las propiedades mecanicas y la viabilidad celular del andamio compuesto por
PHB/quitosano reforzado con Al20s (alimina) para la ingenieria de tejidos de cartilago. Los
resultados de los estudios celulares mostraron que las células de condrocitos se diseminaron mejor
en andamios de PHB/quitosano al 3% de Al203 que en andamios Unicamente compuestos por
PHB. Estos resultados indican que el andamio de PHB/ quitosano al 3% Al203 es un material
prometedor para ser aplicado como un andamio de ingenieria de tejidos de cartilago (Toloue et al.,
2019).

Los PHAs se han investigado ampliamente en ingenieria cardiovascular para ser utilizados
en injertos vasculares, incremento de arterias, valvulas cardiacas, stents cardiol6gicos y parches
pericérdicos (Israni y Shivakumar, 2019). Algunos de los mas estudiados, son los mcl-PHAS, que
han demostrado tener propiedades excepcionales para ser aplicados en ingenieria del tejido
cardiaco. Asi, en un estudio reciente, se analizaron andamios formados por una mezcla de mcl-
PHA y policaprolactona sembrados con células madre cardiacas marcadas, que se implantaron y
estudiaron in situ en el corazon murino post mortem. El andamio demostr6 tener un tremendo
potencial para el suministro controlado de células progenitoras cardiacas asi como la capacidad
de maximizar la regeneracion de tejidos en el infarto de miocardio (Constantinides et al., 2018).
Los PHAs también han ganado importancia en la regeneracién nerviosa, dentro de ellos se
encuentra el PHB, PHBV, P3HB4HB y PHBHHX, los cuales han demostrado resultados
prometedores para la viabilidad, el crecimiento y proliferacion de células madre neurales, la
mejora de la supervivencia neural y el apoyo a la segregacion de dendrita axonica (Israni y
Shivakumar, 2019).

4.2 Exopolisacaridos (EPS) microbianos

Los EPS son biopolimeros producidos y secretados por microorganismos que pueden ser
encontrados en forma de capsula, formando capas mucosas que permanecen asociadas con la
superficie celular, o en forma de limo, en el que los polisacaridos se unen libremente a la
superficie celular (Rehm, 2009). Quimicamente, los EPS estan compuestos en su mayoria por
carbohidratos, pudiendo presentar sustituyentes organicos e inorganicos ademas de azucares. Los
monosacéridos que con mas frecuencia se suelen repetir en los EPS microbianos son la D-glucosa,
D-galactosa y D-manosa, aunque también es posible encontrar monémeros de L-ramnosa, L-
fucosa, entre otras. Los diferentes sustituyentes que presentan los EPS se unen a ellos por enlace
éster o cetal. Se pueden encontrar sustituyentes organicos como restos acetato, que no contribuyen
a la carga total de la molécula polisacérida, piruvato que junto a los &cidos urénicos (D-
glucurénico, D-galacturdnico) confieren naturaleza polianiénica a los EPS y algunos

aminodcidos. Es posible también encontrar sustituyentes inorganicos como grupos fosfatos y
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sulfatos. La presencia de grupos fosfatos es la que se encuentra con mayor frecuencia respecto a
otros sustituyentes inorganicos, y se caracteriza por presentar semejanza a los acidos teicoicos
presente en la pared de las bacterias Gram positivas. La presencia de grupos sulfato se encuentra

limitada en organismos procariotas (Sutherland, 1994) .

Los EPS producidos por microorganismos desempefian maltiples funciones, generalmente
beneficiosas para los mismos. Se cree que los EPS en su entorno natural, ademas de facilitar la
adhesion microbiana a superficies sélidas y formacién de biopeliculas, ofrecen proteccion frente
a la desecacion, la fagocitosis y el ataque de fagos, estrés osmatico y reconocimiento celular.
También actian como mecanismo de defensa frente a agentes antimicrobianos o compuestos
toxicos (iones metélicos tdéxicos, didxido de azufre, etanol). No es probable que los
exopolisacéridos sirvan como reserva de energia ya que la mayoria de las bacterias que las

producen no son capaces de catabolizarlo (Cerning, 1990).

4.2.1 Clasificacion y propiedades de EPS

Existe una gran variedad de exopolisacaridos debido a la diversidad de las unidades basicas
que los constituyen, la cantidad en que estan presentes y los distintos tipos de enlace que
determinan la configuracion (Cerning, 1990). Los EPS microbianos se pueden clasificar en
funcion de su estructura y su composicion en homopolisacaridos y heteropolisacaridos. Los
homopolisacaridos son compuestos que estan constituidos por un Unico tipo de unidades
glucidicas y suelen ser neutras, mientras que los heteropolisacéaridos estan constituidos por
diferentes tipos de monosacaridos y suelen ser polianionicos. Los heteropolisacéridos suelen ser

mayoritarios dentro de los EPS microbianos (Sutherland, 1994).

A continuacidn, se va a realizar una breve descripcion sobre los exopolisacaridos con
mayor repercusion en el ambito farmacéutico y biomédico obtenido a partir de microorganismos.
En la tabla 2 se puede apreciar las propiedades destacables de algunos EPS y el microorganismo

productor a nivel industrial.

Dentro de los homopolisacaridos podemos destacar a:

- Celulosa bacteriana (CB): polimero neutro constituido por moléculas D-glucosa
unidas por enlaces p-1,4 (figura 8), forman una cadena lineal las cuales se asocian
principalmente por puentes de hidrégeno para originar una estructura denominada
“microfibrillas”. Es sintetizada con alta productividad por algunas bacterias como el
Gluconacetobacter xylinum (anteriormente Acetobacter xylinum). Las CB a diferencia

de otras celulosas producidas por plantas, estan libres de moléculas contaminantes
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como lignina, hemicelulosa y pectina (Ross et al., 1991). Debido a caracteristicas como
su alta cristalinidad, pureza, hidrofilia, resistencia a la traccién, potencial de formacién
de estructuras, biocompatibilidad y biodegradabilidad, hacen que la CB sea un material

prometedor en aplicaciones biomédicas (Huang et al., 2014; Keshk, 2014).
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Figura 8. Estructura quimica de la celulosa bacteriana
Dextrano: polimero neutro constituido por residuos D-glucosa unidos por enlaces
a-1,6 en su mayoria, estas representan la cadena principal. Hasta un 50% de los enlaces
pueden ser o-1,2, a -1,3 y a-1,4, y son las que constituyen las ramificaciones (Kimy
Robyt, 1995) (figura 9). Su produccién industrial se realiza principalmente a partir de
Leuconostoc mesenteroides que origina EPS con un 95% de enlaces o-1,6 y un 5% de
union o -1,3 (Vettori et al., 2012). Gracias a su buena estabilidad y su comportamiento
de fluido Newtoniano, el dextrano es utilizado en la industria farmacéutica como

expansor de volumen plasmatico y en cromatografia (Nwodo et al., 2012).
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Figura 9. Estructura quimica del dextrano

Pululano: polimero neutro constituido por unidades repetidas de maltotriosa (tres
unidades de glucosa unidas entre si por enlaces glicosidicos a-1,4) que se unen a través
de enlaces a-1,6 (figura 10). Es sintetizado por el hongo polimérfico Aureobasidium
pullulans. Sus aplicaciones en el ambito farmacéutico se basan en propiedades como
su gran solubilidad, no ser tdxico ni mutagénico o su capacidad para formar peliculas

adhesivas e impermeables al oxigeno (Haghighatpanah et al., 2020; Moscovici, 2015).
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Figura 10. Estructura quimica del pululano

Dentro de los heteropolisacaridos destaca:

Alginato bacteriano: es un polimero aniénico, cuya estructura estd compuesta por
monomeros de acido D-manurdnico (M) unidos por enlace B-1,4 y &cido L-gulurénico
(G) unidos por enlace a-1,4. Estos se agrupan o se distribuyen en secciones
constituyendo bloques homopoliméricos de tipo G (-GGG-), bloques M (-MMM-) o
heteropolimeros en los que los M y G se alternan (-MGMG-) (figura 11). El aginato
es sintetizado como mucilago extracelular por bacterias como Pseudomonas
spp. y Azotobacter vinelandii. Se diferencia del &cido alginico obtenido por algas por
la presencia de un mayor nimero de grupos O-acetilo, es decir, se encuentra mas
acetilado (Garcia-Cruz et al., 2008). Las aplicaciones de los alginatos bacterianos se
basan en sus propiedades como espesantes, alta capacidad de retener agua, capacidad
de formar gel a partir de una serie de reacciones quimicas de intercambio i6nico (iones

sodio por cationes divalentes) y de formar peliculas (McHugh, 1987).
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Figura 11. Estructura de los bloques homopoliméricos y heteropoliméricos de los alginatos

bacterianos. El A representa bloques tipos M, el B bloques G y el C bloques tipo MG.

Xantano: polimero de naturaleza anidnica sintetizado por Xanthomonas campestris.
Su estructura primaria (figura 12) se basa en una cadena lineal de moléculas de D-
glucosa unidas por enlace B-1,4 con una cadena lateral de trisacarido en la posicién C3
de los residuos D-glucosidicos alternos. Esta cadena lateral contiene un residuo de

acido glucuronico unido por enlace B-1,4 a una unidad de manosa terminal, y por enlace
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B-1,2 a una segunda manosa. Esta ultima se conecta con la cadena D-glucosa por enlace
a-1,3. La manosa terminal presenta grupos piruvato en las posiciones 4y 6; y la unidad
de manosa interna se encuentra acetilada en la posicion 6 (Jasson etal., 1967;
Sanderson etal., 1976). Su empleo en la industria farmacéutica se debe a sus
propiedades como espesante Yy estabilizador de suspensiones y emulsiones. Se
caracteriza por exhibir propiedades pseudoplasicas en las soluciones, de ser estable a
pH tanto &cido como alcalino y a que, concentraciones relativamente bajas de
polisacarido, producen soluciones altamente viscosas las cuales se mantienen estables

al elevar la temperatura (Patel y Patel, 2011).

Figura 12. Estructura quimica de Xantano

Gelano: heteropolisacérido lineal anionico producido por la cepa no patégena de
Sphingomonas elodea ATCC 31461 (originalmente denominado Pseudomonas elodea;
también denominado Sphingomonas paucimobilis). Esta constituido por la repeticién
de un tetrasacarido compuesto por D-glucosa, acido D-glucurénico y L-ramnosa en
proporcidn 2:1:1. Presenta dos sustituyentes acilos (O-acetilo y O-L-glicerilo) unidos
al mismo residuo de glucosa (figura 13). La presencia 0 no de estos restos acetilos
determina las propiedades del gel originado por este polimero (Fialho et al., 2008). La
forma nativa contiene sustituyentes de acilo, que si no son de interés, se pueden
eliminar facilmente mediante hidrolisis alcalina (Moscovici, 2015). El gelano tiene
muchas ventajas respecto a otros polisacaridos como su estabilidad térmica y acida,
alta transparencia, elasticidad y rigidez del gel, que pueden ser variables en funcion de
la presencia y la cantidad de sustituyentes acilos. Posee una amplia gama de
aplicaciones como agente estabilizante, espesante, emulsionante y gelificante debido a

sus excelentes caracteristicas reologicas (Fialho et al., 2008).
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Figura 13. Estructura quimica de la unidad repetitiva de la goma de gelano nativa ()

y desacetilada (b).

Acido hialurénico (HA): pertenece al grupo de los glicosaminoglicanos. Se trata de
un polisacérido lineal anionico producido a escala industrial por Streptococcus
zooepidemicus y Bacillus subtilis. Estd constituido por unidades disacaridas
compuestas por acido D-glucurénico y N-acetilglucosamina que se encuentran unidas
alternativamente por enlaces glucosidicos B-1,4 y B-1,3 (figura 14). Estan presentes en
una amplia gama de aplicaciones como humectantes de la piel, en lagrimas artificiales,
tratamiento de osteoartritis, cicatrizacion de heridas, entre otras. Sus aplicaciones son
debidas a su viscoelasticidad, biocompatibilidad, alta hidrofilia y solubilidad (Liu
etal., 2011; Mishra y Jha, 2013).
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Figura 14. Estructura quimica del &cido hialurénico
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Tabla 2. Principales propiedades y microorganismos productores de diversos exopolisacaridos.

Principal microorganismo Propiedades
productor
2z  Celulosa - Alta cristalinidad y pureza
2 bacteriana Acetobacter xylinum - Alta resistencia a la traccion
8 - Gran potencial de formacién de estructuras
§ Dextrano Leuconostoc mesenteroides - Buena estabilidad
§. - Comportamiento de fluido Newtoniano
g Pululano Aureobasidium pullulans - Capacidad para formar,peliculas adhesivas
= - Impermeabilidad al oxigeno
. - Espesante
g\lgmgto Pseudomonas_spp. . - Capacidad gelificante
acteriano Azotobacter vinelandii - .
- Formacidn de peliculas
k= - Espesante y estabilizador
E  Xantano Xanthomonas campestris - Propiedades pseudoplasticas en soluciones
g - Estabilidad en amplios rangos de
= temperatura y pH
& - Capacidad de gelificacion
<  Gelano Sphingomonas elodea - Elasticidad y rigidez del gel ajustables
= - Estabilidad a la temperatura y pH
Acido Streptococcus zooepidemicus - Biocompatibilidad
hialurénico Bacillus subtilis - Alta hidrofilia y solubilidad
- Actividad bioldgica

4.2.2 Biosintesis y produccion de los EPS

La biosintesis de EPS ocurre en diferentes fases del crecimiento celular y depende tanto de
las condiciones ambientales (temperatura, pH y nutrientes) como del organismo utilizado en su
produccion. De forma general se puede considerar que la biosintesis de los EPS ocurre en cuatro
etapas principales (figura 15) ; ingreso del sustrato al citoplasma, metabolismo intermediario
(sintesis de glucosa-1-fosfato), polimerizacion, modificacién y liberacion de los EPS (De Vuyst
y Degeest, 1999).

La biosintesis de los EPS se inicia con el ingreso de moléculas de azucar a la célula por
uno o varios de los siguientes mecanismos segun el tipo de microorganismo involucrado y del
sustrato: transporte activo, difusion simple o traslocacion de grupo. El sustrato que ha ingresado
a la célula se fosforila y puede seguir una ruta catabdlica, hacia la obtencién de energia, 0 una
ruta anabolica hacia la formacién de polisacaridos. La enzima intracelular hexoquinasa fosforila
la glucosa a glucosa-6-fosfato que, posteriormente, se convierte en glucosa-1-fosfato por la accion
de la fosfoglucomutasa. La glucosa-1-fosfato es un metabolito central que se utiliza para la
formacion de derivados de nucledtidos como UDP-glucosa y dTDP-glucosa (se pueden
interconvertir en otros azlcares como UDP-galactosa y dTDP-ramnosa) a través de la accién de
UDP-glucosa pirofosforilasa y dTDP-glucosa pirofosforilasa, respectivamente. Posteriormente,
se produce la transferencia secuencial de los correspondientes precursores activados, a un lipido

aceptor intermediario identificado como alcohol isoprenoide. La formacion de este glicolipido
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intermediario se origina gracias a la accion de glicosiltransferasas especificas, situadas
probablemente sobre la cara interna de la membrana citoplasmatica donde los precursores se
encuentran disponibles. Las glicosiltransferasas son enzimas claves que catalizan la transferencia
de restos de azlcar de las moléculas donantes activadas, a las moléculas aceptoras especificas,
formando un enlace glucosidico. Los polisacaridos pueden modificarse en el cuarto paso mediante
diferentes actividades enzimaticas como acilacion, acetilacion, sulfatacién y metilacion. Los
polisacéaridos modificados se transportan a la superficie celular y finalmente se exudan de la célula
en forma de limo suelto o cépsula con la ayuda de enzimas hidrofébicas como flipasas o
permeasas o transportadores de tipo ABC (Freitas et al., 2011; Madhuri y Vidya Prabhakar, 2014;
Mishra y Jha, 2013).

9 Step I: uptake
ATP Step II: metabolism

Groug: [enzyties IHexokinase
ADP Glucose -6-

phosphate

phosphoglucomuta&el{

Glucose -1-
phosphate

Group Il enzymes UDP-glucose lpyrophosphory lase

E Catabolic pathways :

. HE <TETTE UDP-Glucose
for energy : |
Anabolic pathways
(polysaccharides biosynthesis)
Group Il enzymos \L Step lli: polymerization

Polysaccharides

Exopolysaccharides Step IV: Modification

and release
Group IV enzymes ‘

exudation

Exopolysaccharides
(slime or capsular)

Figura 15. Representacion esquematica de la biosintesis de exopolisacéridos microbianos
(Mishra 'y Jha, 2013).

La produccion microbiana presenta varias ventajas sobre los productos derivados de
plantas y macroalgas. Entre ellas se encuentra la gran versatilidad de los microorganismos para
sintetizar polisacaridos, parametros de produccién definidos y reproducibles que nos permite
evitar las influencias ambientales y obtener una alta calidad del producto final. Se pueden obtener
a partir de recursos renovables, facilmente obtenibles, biocompatibles y aparentemente no toxicos
(Moscovici, 2015).
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La produccion de los EPS se lleva a cabo por procesos de fermentacion de tipo discontinuo,
alimentado por lotes y de tipo continuo. En general, se ven significativamente afectadas por
factores tales como la temperatura, el pH, la concentracién de oxigeno, la configuracion del
biorreactor y el medio de cultivo (OZcany Oner, 2015). La mayoria de los procesos de produccion
de EPS microbianos se llevan a cabo por cultivos discontinuos y se ve favorecido por la presencia
de una fuente de carbono en exceso concomitante con la limitacién de otro nutriente (como el
nitrégeno y oxigeno). En general la mayoria de los EPS bacterianos se producen en condiciones
aerdbicas. Algunos EPS requieren de una aireacion maxima (por ejemplo, el xantano) mientras
que, para otros, la produccion se ve favorecida en condiciones microaerofilicas (por ejemplo, el
alginato bacteriano) (Freitas et al., 2011). Aunque la presencia de nitrégeno adicional favorece el
crecimiento celular, la produccién de EPS en esta situacion suele ser baja. Se debe al hecho de
que la disminucion de la tasa de crecimiento celular puede aumentar la disponibilidad del portador
de lipidos isoprenoide y como consecuencia, estimular la produccion de polisacaridos (Freitas
et al., 2017). La recuperacion de los polisacaridos microbianos extracelulares del caldo de cultivo
se logra cominmente mediante procedimientos que implican: eliminacién de células, se logra
generalmente por centrifugacion o filtracion; precipitacion del polimero del sobrenadante libre de
células mediante la adicion de un agente precipitante. Se trata de un disolvente miscible con el
agua en el que el polimero es insoluble (metanol, etanol, isopropanol o acetona); y secado del
polimero precipitado, se realiza por liofilizacion (escala de laboratorio) o secado en tambor
(escala industrial) (Freitas et al., 2011).

El principal inconveniente de la produccién de los EPS es su coste elevado, casi el 30% del
coste se debe al medio de cultivo utilizado. Antes, los estudios para la mejora del proceso se
centraban en la recuperacion y caracterizacion quimica de los EPS puros. Actualmente, sin
embargo, los estudios estan centrados en maximizar la rentabilidad del proceso mediante la
busqueda de sustratos mas baratos como el uso de productos de desecho y subproductos derivados
de las industrias agricolas o del procesamiento de alimentos como el suero de queso, pasta de
tomate residual, pulpa de fruta residual, cafia de aztcar, entre otros (Freitas et al., 2017; OZcan y
Oner, 2015).

4.2.3 Aplicaciones de los EPS

Los EPS microbianos cubren una amplia gama de aplicaciones que va desde la industria
alimentaria, agricola, petrolera y cosmética, hasta aplicaciones biomédicas y farmacéuticas. Con
respecto a estas dos Ultimas, los EPS pueden ser utilizados en sistemas de liberacion controlada
de farmacos, pueden actuar como portadores para disminuir la inestabilidad de farmacos como

proteinas, péptidos, vacunas y hormonas. También pueden ser utilizados en curacién de heridas
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e ingenieria de tejidos, en diagnostico (imagenes médicas) y en teragnéstico (diagnéstico y
terapia), ya que algunos EPS desempefian actividades biol6gicas que los promueven como

potenciales terapéuticos (Moscovici, 2015).

La celulosa bacteriana debido a su alta pureza, biocompatibilidad y versatilidad ofrece una
amplia gama de aplicaciones, individualmente o en combinacién con diferentes componentes,
para proporcionar una organizacion estructural y matrices flexibles para distintas finalidades.
Destaca su uso en tratamientos de reparacion de la piel en casos de quemaduras, heridas y ulceras.
Se debe a que los compuestos de CB estan involucrados en la hemostasia/inflamacion,
proliferacion y remodelacion de la cicatrizacion de la piel, al promover la adhesion, migracion,
proliferacion, diferenciacion celular y evitar la infeccién microbiana, mejora la velocidad y la
eficacia de la cicatrizacion. Ademas, los compuestos CB pueden inducir la generacién de células
Oseas para reparar defectos del tejido 6seo, por lo que tiene potencial tanto en cirugia plastica
como en odontologia (Pang et al., 2020). La CB puede ser utilizada también en el desarrollo de
sistemas de diagndstico. Como ejemplo, se ha desarrollado un biosensor electroquimico a base
de CB para la deteccidn de lactato en sudor artificial (Gomes et al., 2020). Otra de sus aplicaciones
es actuar como vehiculo adecuado para la inmovilizacion de enzimas, como las lipasas. En este
caso, se demostré que la lipasa inmovilizada tenia una mayor estabilidad y actividad que la lipasa
libre, lo que podria ser aplicable a escala industrial (Dikshit y Kim, 2020). En otro estudio, se
observo que los andamios compuestos por policaprolactona/gelatina, que contienen nanocristales
de celulosa bacteriana, no eran tdxicos y promovian el crecimiento exitoso del axén y el
alargamiento de las células de glioblastoma (U251 MG), convirtiéndolos en una plataforma 3D

potencial para soportar la proliferacién y la adhesion celular (Unal et al., 2020).

El dextrano ha sido utilizado como expansor del volumen plasmético para controlar el
shock de las heridas desde 1953 (Amspacher y Curreri, 1953). Actualmente también tienen una
aplicacion atil en el sistema de administracion de farmacos. Como ejemplo, se destaca la
formacion de hidrogeles conductores biocompatibles basados en dextrano y trimero de anilina
electroactivo. Estos forman un sistema inteligente de administracion de farmacos con propiedades
para responder a un campo eléctrico y obtener una liberacién sostenida localizada del farmaco
(Qu etal., 2019). El dextrano al tener buena biocompatibilidad y degradabilidad, tienen la
capacidad de ser utilizados en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. Un ejemplo de esto
es el desarrollo de membranas implantables basadas en dextrano. Se caracterizan por ser
transparentes con propiedades fisicoquimicas ajustables y no generar una respuesta adversa del
tejido del huésped. Los resultados de la investigacion sugieren que el desarrollo de este tipo de
formulaciones tiene un gran potencial para ser utilizados como dispositivos implantables en

ingenieria de tejidos y medicina regenerativa (Pinho et al., 2020).
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El pululano y sus derivados son ampliamente utilizados y estan presentes en numerosas
aplicaciones biomédicas y farmacéuticas. Entre ellas se encuentra la entrega dirigida de farmacos,
puede ser usado como portador potencial de genes y proteinas, actuar como agente formador de
peliculas para el recubrimiento de diversos farmacos, expansor de plasma, estabilizador de
proteinas por actuar como chaperones moleculares, mejorar la actividad insulinotrépica y
formador de andamios para ingenieria de tejidos. Desempefian también un papel importante en la
vacunacién e imagenes medicas (Singh et al., 2017). Algunas investigaciones recientes respecto
a estas aplicaciones son la sintesis de derivados cationicos de pululano, con capacidad de formar
complejos con microARN (miARN) impulsados por la interaccién electrostatica, tiene como fin
proporcionar nuevos sistemas seguros de entrega de genes basados en pululano (Moraes et al.,
2020). En otro estudio se evalud la capacidad del gel de pululano para regenerar tejido de la piel
en ratas, se vio que la administracion topica del gel de pululano mejoraba significativamente el
contenido de colageno, hexosamina, proteinas y ADN en la herida, por lo que, como consecuencia
producia la aceleracion de los procesos regenerativos de los tejidos de la piel (Thangavel et al.,
2020).

Los heteropolisacéridos de alginato bacteriano, xantano y gelano, tienen su principal
aplicacion en sistemas de administracion de farmacos. Aunque también, pueden ser utilizados en
ingenieria de tejidos y la formacion de materiales sanitarios como vendas y apdésitos para heridas
con posibilidad de incorporar diversos farmacos para mejorar el tratamiento. El alginato
bacteriano y el xantano tienen capacidad para actuar como agentes espesantes y estabilizadores
de suspensiones y emulsiones farmacéuticas. El gelano, sin embargo, a concentraciones bajas de
acilo es utilizado en formulaciones de dosificacion sdlida como agente disgregante para una
liberacion inmediata del farmaco, mientras que, a alta concentracién de acilo, se utiliza como
excipiente formador de la matriz en sistemas de liberacion sostenida (Moscovici, 2015; Rana y
Upadhyay, 2020).

El 4cido hialurénico es otro compuesto ampliamente utilizado en el campo de la medicina,
farmacia y cosmética. Sus propiedades de retencién de agua, lubricante y antiinflamatorias lo
hacen un compuesto ideal para ser utilizados en oftalmologia, reumatologia y dermatologia. El
HA ha demostrado ser un colirio eficaz por lo que es utilizado en el tratamiento del ojo seco, asi
como su administracion por via intraarticular. Ademas, demuestra tener potencial para ser
utilizado como una opcion en el tratamiento de la osteoporosis. Ha sido investigado y aplicado
en dermatologia por demostrar su eficacia como relleno dérmico, agente antiarrugas y
regenerador de tejido (Huynh y Priefer, 2020). Se ha estudiado también la utilidad del HA en la
regeneracion dsea por su capacidad de formar andamios para siembra de células y actuar como

vehiculo de componentes bioactivos. Se pueden fabricar en formas rigidas o coloidales y tienen
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potencial para mejorar la osteogénesis y la mineralizacién (Zhai etal., 2020). En otra
investigacion se pone de manifiesto el papel del HA como nanoportador de farmacos en terapias
tumorales debido a su excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad y orientacion especifica a

celulas tumorales (Zhong et al., 2020).

5. CONCLUSIONES

Los avances cientificos y tecnoldgicos han traido consigo la incorporacion de los
biopolimeros en el &rea de la salud. El principal desafio al que se enfrentan este tipo de polimeros
es a su elevado coste de produccién, que ha sido un factor limitante en la aplicabilidad no
industrial de varios biopolimeros. Sin embargo, la busqueda de microorganismos con alto
rendimiento de produccién, manipulacion de las condiciones de fermentacion y aplicacion de
técnicas de ingenieria genética y metabdlica, asi como la exploracion de sustratos baratos y
facilmente obtenibles, han mejorado la posibilidad de produccion del biopolimero a escala
industrial y, como consecuencia, ha aumentado su utilizacién en diversos campos.

Los biopolimeros gracias a sus propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad con
las células y tejidos humanos, asi como la facilidad para mejorar y adaptar sus propiedades
mecanicas ya sea por combinacion con otras sustancias o por copolimeracion, lo hacen muy
atractivos para sus aplicaciones en diversos sectores, especialmente en biomedicina y farmacia.

El uso de biopolimeros permite mejorar los sistemas terapéuticos convencionales en
términos de modificacion en la liberacion de farmaco, localizacion en su tejido diana y mejora de
la biodisponibilidad.

Se ha comprobado su aplicabilidad en ingenieria de tejidos, diagnésticos médicos,
productos sanitarios y cosmética.

A pesar de que existen numerosas investigaciones sobre aplicaciones potenciales de los
biopolimeros en el ambito biomédico y farmacéutico, muchas de ellas aln esperan ser
desarrolladas a productos farmacéuticos y dispositivos médicos comerciales. En base a los
resultados exitosos de numerosos estudios que se han consultado para elaborar esta revision, dada
las propiedades versatiles que proporcionan los biopolimeros, podemos afirmar que las
aplicaciones médicas y farmacéuticas de los biopolimeros tienen un amplio futuro por delante

con uso proximo a nivel comercial.
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