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Resumen

Los péptidos bioactivos son secuencias cortas de aminoacidos que provienen de la hidrolisis de proteinas, se mantienen
inactivos cuando la proteina esta completa y adquieren su actividad al ser liberados. Los péptidos bioactivos tienen relevancia
en las funciones metabodlicas de los organismos. Se han identificado las funciones de algunos péptidos bioactivos con
aplicaciones terapéuticas para humanos entre las cuales destacan sus funciones antimicrobianas, antitromboticas,
antihipertensivas, ademas de su uso en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares e infecciosas. Una forma de proteger la
actividad de los péptidos bioactivos para su administracion es la nanoencapsulacion, a través de la cual se generan particulas a
nanoescala con una barrera protectora. Este articulo es una revision de los materiales empleados para la nanoencapsulacion de
proteinas y péptidos bioactivos, también incluye algunas caracteristicas fisicas, como la eficiencia de encapsulacion (EE) y la
determinacion de la morfologia del producto terminado mediante el microscopio de transmision electronica (MTE).

Palabras clave: Nanoencapsulacion, péptidos bioactivos, liposomas.
Abstract

Bioactive peptides are short sequences of amino acids that come from protein hydrolysis, remain inactive when the protein
is complete, and acquire their activity when released. Bioactive peptides are relevant in the metabolic functions of organisms.
The functions of some bioactive peptides with therapeutic applications for humans have been identified, among which their
antimicrobial, antithrombotic, and antihypertensive functions stand out, in addition to their use in the treatment of cardiovascular
and infectious diseases. One way to protect the activity of bioactive peptides for administration is the nanoencapsulation
technique through which nanoscale particles with a protective barrier are generated. This article is a review of the materials used
for the nanencapsulation of proteins and bioactive peptides, it also includes some physical characteristics such as the
encapsulation efficiency (EE) and the determination of the morphology of the finished product by transmission electron
microscopy (TEM).

Keywords: nanoencapsulation, bioactive peptides, liposomes.

1. Introduccion matriz puede estar en una fase sélida o liquida, que puede ser

homogénea o heterogénea. El ingrediente dentro de la matriz,

La encapsulacion se considera una técnica eficaz para
transportar compuestos bioactivos dentro de un material
protector. La encapsulacion proporciona estabilidad a los
compuestos bioactivos, asi también los protege de reacciones
ambientales adversas, actuando como una barrera protectora
(Latorres et al., 2021). En la encapsulacion, uno o mas
ingredientes se inmovilizan dentro de una matriz o pared. La
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suele llamarse nticleo o parte activa del material, y el exterior
de la capsula se denomina cascara, pared y encapsulante o
material portador (Bayraktar et al., 2017).

La nanoencapsulacion ha sido ampliamente estudiada
en diferentes areas de investigacion, incluyendo la alimentaria,
la farmacéutica y la cosmética, y recientemente en la
agroquimica y pesca, entre otras (Assadpour, E & Jafari, SM,
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2019). La nanoencapsulacion puede definirse como la
inclusion de bioactivos o el atrapamiento de compuestos
naturales en portadores que tienen una dimension a nanoescala
(Bayraktar et al., 2017) con un tamafio inferior a 1 micra (100
nm), aunque en algunas areas (farmacéutica y cosmética), su
tamafio debe ser inferior a 100 nm para ser consideradas como
nanocapsulas (Shin et al, 2015; Jafari, 2017). La
nanoencapsulacion  tiene una  ventaja  sobre la
microencapsulacion, que es el tamafio de las particulas. Las
nanoparticulas aumentan en gran medida la relacion
superficie-volumen, lo que permite que los sitios activos estén
mas expuestos a la superficie de los sistemas en los que seran
liberados. Ademas, la adsorcion de las nanocapsulas en las
células es mucho mas facil en comparacion con las
microcapsulas.

La fabricacion de las nanoparticulas implica el uso de
biomateriales como tensioactivos y/o polimeros que forman la
envoltura de encapsulacion y, en algunos casos, la formacion
de las nanoparticulas requiere la inclusion de inductores de
carga superficial y/o ligandos para lograr los atributos criticos
de calidad (CQA, por sus siglas en inglés) definidos a priori.

El presente articulo de revision, proporciona una
vision general de los materiales de matriz organica utilizados
para nanoencapsular proteinas y péptidos bioactivos (PBs).
También se muestra coémo se determinan algunas
caracteristicas fisicas como la eficiencia de encapsulacion (EE)
y la morfologia del producto nanoencapsulado por microscopia
de transmision electronica (MTE).

2. Proteinas y péptidos bioactivos (PBs)

Las plantas y los animales son una gran fuente de
proteinas que daran lugar a la produccion de PBs, que estan
codificados en sus estructuras. Las proteinas y PBs
desempefian un papel importante en las funciones metabolicas
de los organismos vivos y, por consiguiente, en la salud
humana. Muchas proteinas y péptidos se han utilizado para el
tratamiento y la prevencion de diversas enfermedades, como la
diabetes. Los péptidos que ya se han utilizado como
terapéuticos han sido la insulina, la hormona de crecimiento
humana, las hormonas femeninas, los factores de coagulacion
VII, IX, la antitrombina III y los concentrados de proteina C,
la ciclosporina, la tuftsina, el dipéptido de muramil (MDP) y
los analogos del péptido timico. También se ha aceptado la
produccion a gran escala de algunos péptidos que mejoran las
defensas del huésped (Ibrahim et al., 2020). Ademas, en el
tratamiento del cancer se utilizan interferones, anticuerpos
monoclonales y vacunas. Estas proteinas y péptidos se
administran principalmente por via parenteral (Noorbatcha et
al., 2017).

Las proteinas y las PBs tienen diferentes funciones,
segin su modo de accion se clasifican en antimicrobianas,
antitromboticas, antihipertensivas, opioides,
inmunomoduladoras, fijadoras de minerales y antioxidantes.
Las proteinas se pueden clasificar segun la forma de obtencion
como endogenas, si se obtienen a partir de aminoacidos por
sintesis dentro de un organismo, o exdgenas si se obtienen a
través de la dieta o de una fuente externa a un organismo
(Sanchez & Vazquez, 2017). Las proteinas son moléculas
anfoliticas complejas, y cuando se hidrolizan suelen dar lugar
a péptidos con propiedades completamente diferentes.

La hidrolisis enzimatica de las proteinas afecta a sus
propiedades fisicoquimicas, como el peso molecular, la
distribucion de la carga, el punto isoeléctrico, la ionizacion de
los grupos acido/base y los indices hidrofilico/hidrofébico de
los péptidos resultantes. Estos cambios en la estructura
primaria y secundaria de la proteina son responsables de las
propiedades bioldgicas observadas en los péptidos resultantes.

Muchos PBs comparten un numero de residuos
peptidicos (2-20 aminoacidos), también sus propiedades
bioloégicas se han atribuido a la presencia de ciertos
aminoacidos con propiedades peculiares. Por ejemplo, la
mayoria de los péptidos hidrofébicos y catidnicos cortos son
capaces de mostrar propiedades antimicrobianas. Los
aminoacidos prolina y valina también desempefian un papel
importante en la mayoria de los péptidos antihipertensivos. Las
propiedades hidrofobicas y los grupos sulfhidrilo confieren
propiedades antioxidantes, mientras que la glicina y la
histidina promueven propiedades inmunomoduladoras y
antioxidantes en los péptidos, respectivamente (Agyei et al.,
2016). En particular, se ha demostrado que ciertos
aminoacidos estan asociados con la actividad anticancerigena,
por ejemplo los aminoacidos hidrofobicos Leu, Met e Ileu, los
aminoacidos aromaticos Trp y Tyr, His y Pro (He et al., 2016).
Se han desarrollado varios métodos para enmascarar a las
nanoparticulas para que no sean reconocidas por el sistema
fagocitico mononuclear. El método preferido es la adsorcion
de polietilenglicol (PEG) en la superficie de las nanoparticulas.
La adicion de PEG y de copolimeros que contienen PEG a la
superficie de las nanoparticulas da lugar a un aumento de la
vida media de las particulas en la circulacion sanguinea en
varios ordenes de magnitud. Este método crea una capa
protectora hidrofilica alrededor de las nanoparticulas que es
capaz de repeler la absorcion de las proteinas opsoninas
mediante la repulsion estérica (Owens & Peppas, 2006). En la
actualidad, mas de 170 péptidos ya se encuentran en la etapa
de pruebas clinicas, mientras que un nimero mayor al
mencionado, estd en los estudios preclinicos (Lau & Dunn,
2018).

3. Técnicas de nanoencapsulacion

Las técnicas de nanoencapsulacion pueden clasificarse en
cinco grupos en funcion del mecanismo/ingrediente principal
utilizado para fabricar las nanocéapsulas. Incluyen técnicas
basadas en lipidos, técnicas inspiradas en la naturaleza,
técnicas que usan equipos especializados, técnicas basadas en
biopolimeros y otras (Assadpour y Jafari, 2019). Entre las
técnicas de nanoencapsulacion desarrolladas para proteger a
los compuestos activos, los liposomas son los mas utilizados,
ya que pueden tener diferentes tamafios y transportar diferentes
cargas (Mosquera et al., 2015).

La estructura de un liposoma se muestra en la figura
1, son vesiculas microscopicas artificiales formadas
esencialmente de fosfolipidos que se unen al agua, formando
asi moléculas anfifilicas caracteristicas, es decir contienen una
porcion hidrofilica (interaccion con el agua/polar) y una
hidrofébica (interaccion con lipidos/no polar) por lo que tienen
varias aplicaciones en alimentos y en la nutriciéon (Khorasani
etal.,2018).

Los liposomas y las nanoparticulas (NPs) poliméricas
utilizadas para la nanoencapsulacion son materiales de matriz



S. Chong-Canto et al. / Publicacion Semestral Pddi Vol. 10 No. Especial 7 (2022) 145-149 147

organica, considerados excelentes sistemas de administracion
de farmacos, sin embargo, tienen algunas desventajas.

Cabeza hidrofilica o
hidrofdbica

Lipido en solucion

Solucién acuosa

Cola hidrofilica o
hidrofobica

Fig. 1. Estructura de un liposoma. Tomado de Khorasani et al., 2018.

3.1 Liposomas

Los primeros sistemas de fosfolipidos de bicapa
llamados liposomas, se describieron en 1965 y pronto se
propusieron como sistemas de administracion de farmacos
(Allen & Cullis, 2013). Los liposomas son vesiculas
artificiales de forma esférica que pueden crearse a partir de
colesterol y fosfolipidos naturales no toxicos. Los liposomas
varian en tamaiio, desde vesiculas pequefias a grandes (0,025
pm-2,5 um). Ademas, pueden tener membranas de una o dos
capas. Teniendo en cuenta su tamafio y el nimero de capas,
los liposomas también pueden clasificarse en dos categorias 1)
vesiculas multilamelares (MLV) y 2) vesiculas unilamelares.
Asimismo, las vesiculas unilamelares pueden clasificarse en
dos categorias 1) vesiculas unilamelares grandes (LUV, por
sus siglas en inglés) y 2) vesiculas unilamelares pequefias
(SUV) (Akbarzadeth ef al., 2013). Los liposomas son grandes
sistemas de administracion de fArmacos debido a su capacidad
para atrapar farmacos hidrofilicos y farmacos lipofilicos,
ademas por su biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja
toxicidad y baja inmunogenicidad.

Los liposomas aceptan la unién covalente y no covalente en
la superficie, por lo comun se usa el polietilenglicol (PEG), que
aumenta el tiempo de circulacion, o los anticuerpos y péptidos
que a su vez, mejoran la focalizacion y la penetracion en el
tumor. Sin embargo, algunas de las desventajas de los
liposomas son la corta vida media en circulacion (menos de 30
minutos) (Klibanov et al., 1990), (Shen et al., 2018), la alta
inestabilidad fisica y quimica debido a los frecuentes eventos
de agregacion, la oxidacion de las cadenas de acilo insaturadas
de los lipidos, la hidrdlisis de los enlaces de éster, la baja
eficiencia de la encapsulacion y la alta fragilidad. Los
liposomas se han utilizado para encapsular productos
farmacéuticos y proteinas como la hormona estimulante del
apetito, proteinas de suero de leche e insulina. Ademas,
mediante el uso de liposomas se ha aumentado la actividad
biologica del material encapsulado (Perry & McClements,
2020).

3.2 Nanoparticulas poliméricas (NPs)

Las NPs poliméricas se han desarrollado como
respuesta a la demanda para encapsular farmacos hidrofobicos
como los taxanos, muy utilizados para el tratamiento del cancer
de mama. Las NPs poliméricas poseen excelentes propiedades
como una alta eficiencia de encapsulacion, alta
biodegradabilidad cuando son elaboradas a partir de polimeros
biodegradables, alta estabilidad "in vivo", permiten una amplia
gama de conjugaciones y un estrecho control de la liberacion
del farmaco en respuesta a diferentes estimulos como el pH, la
temperatura, la luz y los ultrasonidos. Sin embargo, las
desventajas de las NPs poliméricas son: el corto tiempo de
circulacion, la baja estabilidad durante la fabricacion, la
toxicidad debida a los disolventes residuales utilizados durante
la produccion y la falta de uniformidad de un lote a otro
(Sorolla et al., 2020).

Los polimeros que se utilizan en aplicaciones de
bioingenieria y nanoencapsulacién, usan por lo general
compuestos naturales como el quitosano y los alginatos o
polimeros sintéticos como el plurénico, el poli (4cido DL-
lactico) (PLA), el polietilenglicol (PEG), el poli (vinilalcohol)
(PVA), el acido poli (lactico co-glicolico) (PLGA) y la poli
(propilen imina) (PEI) entre otros (Witika et al., 2020). El
quitosano es un polisacarido con una estructura quimica
similar a la de la fibra vegetal celulosa que presenta una
actividad antifingica, antimicrobiana y de crecimiento celular
antitumoral. El quitosano se ha utilizado para la liberacion de
productos farmacéuticos activos, es mucoadhesivo y un
inductor de carga positiva (Witika et al., 2020).

4. Métodos

Se realizd una buisqueda sistematica en las bases de
datos Science Direct, PubMed y Google Scholar, a partir de un
conjunto de palabras clave como: "nanoencapsulados",
"nanotransportadores" y "péptidos". Ademas, se utilizd el
booleano AND/OR. Todos los resultados se evaluaron a partir
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de sus resimenes, considerando la informacion mas relevante
acerca del tema.

4.1 Eficiencia de encapsulacion (EE)

La EE, es decir la masa del liposoma cargado con el
péptido, normalmente se determina segin el método de Da
Rosa Zavareze et al (2014). Brevemente, se ponen 0,5 ml de la
solucién liposomal y 1 ml de acetona en un tubo de centrifuga.
Las muestras se centrifugan a 5000xg durante 30 min a 3°C
para separar las dos fases. El sobrenadante, incluida la proteina
libre (es decir, no encapsulada), se extrae y se coloca en una
estufa a 60 °C hasta la completa vaporizacion del disolvente.
El material residual desecado se vuelve a suspender en agua
destilada (5 ml) y se mide el contenido de proteinas mediante
el método de Lowry et al. (1951). Se utiliza un estandar de
alblimina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) en el
rango de 1-1000 pg/ml. Se extrae una alicuota de 0,5 ml de la
muestra inicial y se afiade 1 ml de Triton de 0,06 g/100 g para
determinar la proteina total de la muestra. El material se
homogeneiza en un vortex hasta la completa solubilizacion de
la fosfatidilcolina. La eficiencia de encapsulacion del péptido
se calcula a partir de la ecuacion 1 (Hosseini ez al., 2017):

EE (%) = (Cantidad total del péptido inicial- péptido no encap.) X 100
Cantidad total del péptido inicial

Ec. (1)

Otra forma utilizada para determinar la eficiencia de
la encapsulacion de péptidos es la técnica de la bolsa de
dialisis, utilizada para nanofibras cargadas de péptidos (PLN,
por sus siglas en inglés). De forma concisa, se toma una
muestra de 100 mg de PLN en una bolsa de membrana de
dialisis de acetato de celulosa de 12,4 kDa, que contenga 20 ml
de agua bidestilada. La bolsa se cierra por ambos extremos y
se coloca en 250 ml de agua Milli-Q en un matraz. Después de
30 minutos, se toma una alicuota de 1 ml para medir su
contenido en péptidos por el método de Lowry. El contenido
de péptidos se determina a partir de la curva estandar de BSA.
La eficiencia de la encapsulacion se determina mediante la
ecuacion 2.

Eficiencia de encapsulacion (%) =Pt—Pf X 100
Pt

Ec. (2)

donde Pt es la cantidad de péptidos en las nanofibras y Pf es
la cantidad de péptidos libres en la superficie de las
nanofibras (Rajanna et al., 2021).

4.2 Microscopio de Transmision electronica (MTE)

La mayoria de las veces, la morfologia de la fraccion
peptidica dentro de las nanovesiculas se determina mediante el
MTE con un método de tincion negativa segun el protocolo de
Maherani. Brevemente, la muestras de nanoliposomas se
diluyen 30 veces con agua desionizada para reducir la
concentracion de las nanovesiculas. Se combina el mismo
volumen de las muestras diluidas y una solucion de molibdato
de amonio (2%) como agente de tincion negativa. Las muestras
se dejan tefiir durante 3 minutos a temperatura ambiente y 5
minutos sobre una malla de cobre recubierta de carbono. A

continuacion se determina la morfologia de los nanoliposomas
con el MTE a 200 kV (Hosseini et al., 2017).

5. Conclusiones

Las proteinas y péptidos terapéuticos ya se usan
comercialmente para el tratamiento de diversas afecciones
humanas, sin embargo estos deben protegerse de los factores
que puedan ocasionarles un deterioro, es por ello que la
nanoencapsulacion ofrece una alternativa para evitar este
proceso.

Aunque los liposomas presentan algunas desventajas
para su uso, ofrecen un mayor nimero de ventajas para el
transporte de proteinas y PBs en forma de nanoencapsulados.
Los liposomas, al estar compuestos por lipidos naturales no
son toxicos, no despiertan la respuesta inmune y son
completamente biodegradables. Por otra parte, el empleo de
NPs como material de nanoencapsulacion, no es del todo
favorable por la toxicidad que tienen, debida a los disolventes
que se emplean para su produccion; asi mismo hay disparidad
en su fabricacion.

Finalmente, para comprobar que el proceso de
nanoencapsulacion fue realizado, se debe tener un método para
corroborar que el producto se encuentre dentro o con el
material portador, asi como determinar la morfologia antes y
después de realizar la nanoencapsulacion. Un estudio adicional
que debera efectuarse a los nuevos nanoencapsulados de
péptidos es el de citotoxicidad, para que la administracion sea
segura en la poblacion.
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