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Resumen

Se evaluaron las interacciones moleculares de una proteina presente en Bifidobacterium con
una serie de fructanos presentes en el agave (Neocestosa, cestosa, bifurcosa), un aditivo
utilizado en industria de alimentos (CMC), asi como con un bioactivo presente en la pingiiica
(arbutina). Los resultados muestran que las moléculas estudiadas presentan el siguiente orden
de interaccion favorable con B/IGI6BP: Arbutina > Neocestosa > 1-cestosa > Bifurcosa >
CMC, siendo las interacciones estéricas determinantes en la interaccion final blanco-ligando.
Se concluye que es posible proponer a los fructanos del agave, asi como a la arbutina como
posibles probidticos, que presentan una interaccion favorable con la proteina BIG16BP, la cual
estd involucrada en el metabolismo de azlcares de Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
pudiendo aportar a un mejor desarrollo de este prebidtico, generando asi las bases para
posteriormente formular un alimento funcional basado en azucares del agave y de la pingiiica.

Abstract

The molecular interaction between the protein presents in Bifidobacterium and a family of
agave fructans (Neocestose, cestose, and bifurcosa), an additive used in the food industry
(CMC), as well as a bioactive present in pingiiica (arbutin). The results show that the studied
molecules present the following order of favorable interaction with BIGI16BP: Arbutin >
Neocestose > 1-cestose > Bifurcosa > CMC, being the steric interactions the determinant
energy in the final ligand-target interaction. Furthermore, this work concludes that it is possible
to propose the agave fructans, as well as the arbutin, as a potential probiotic, which presents
favorable interactions with BIG16BP, which is involved in the metabolism of sugars
in Bifidobacterium animalis subsp. lactis, promoting a better development of this prebiotic.
We can generate the base to formulate a functional food based on agave and pingiiica sugars
with the above results.
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Estudio computacional de la importancia de B/G16BP en el
transporte/absorcion de azucares prebioticos y compuestos bioactivos
en Bifidobacterium animalis

CAPITULO L. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1. Prebioticos

En las ultimas décadas el estudio cientifico sobre los prebidticos ha incrementado un gran
interés en distintos dmbitos de investigacion, se han desarrollado diferentes productos
elaborados con ingredientes prebidticos a los cuales se les define como alimentos funcionales,
asimismo el consumo de estos tipos de alimentos ha generado una mayor demanda gracias al
acercamiento y el acceso a la informacion sobre las propiedades benéficas de estos alimentos,
haciendo que el consumidor sea cada vez mas consciente sobre la alimentacion.

Los primeros estudios sobre probidticos datan de los afios 80, en los cuales cientificos
japoneses demostraron que ciertos oligosacaridos no digeribles eran fermentados de manera
selectiva por bifidobacterias, teniendo asi mismo la capacidad de estimular su crecimiento, todo
esto mediante la utilizacion de cultivos in vitro donde se utilizaron heces fecales como como
indculos, Gibson y Roberfroid confirmaron los resultados de estas investigaciones,
posteriormente definieron por primera vez al término prebiotico lo siguiente: “es un ingrediente
alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al hospedados al estimular selectivamente
el crecimiento y/o actividad de uno o un limitado nimero de especies bacterianas en el colon,
y que por lo tanto mejora la salud,”(Corzo et al., 2015) afios mas adelante Gibson y col
revisaron el concepto y definieron nuevamente los prebidticos como “ingredientes que al ser
fermentados selectivamente dan lugar a cambios especificos en la composicion y/o actividad
de la microbiota intestinal confiriendo beneficios tanto para la salud como para el bienestar del
individuo”.

Posteriormente la definicion fue evolucionando (Corzo et al., 2015), en 2010 Roberfroid y
col, validaron y aplicaron el concepto de prebiodtico indicando que son “ingredientes que
producen una estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad (es) de uno o de un limitado
nimero de géneros/especies de microorganismos en la microbiota intestinal confiriendo
beneficios para la salud del hospedador,” (Enriquez, 2016).

Por otra parte diversos organismos internacionales como la Food and Agriculture Organization
(FAO,) y la International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) también
definieron este concepto como “ingredientes alimentarios que al ser fermentados
selectivamente producen cambios especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota
gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud del individuo” asi mismo la World
Gastroenterology Organisation (WGO) defini6 a los prebidticos como “sustancias de la dieta
(fundamentalmente polisacaridos no amildceos y oligosacédridos no digeribles por enzimas



humanas ) que nutren a grupos seleccionados de microorganismos que habitan en el intestino
favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas sobre las nocivas ’(Davani-Davari et al.,
2019).

En términos generales los prebiodticos son sustancias de la dieta que fundamentalmente
consisten en polisacaridos y oligosacéridos (no almidon). Dichos prebioticos, no pueden ser
digeridos por el cuerpo humano o huésped, pero benefician la salud del individuo gracias a su
influencia positiva sobre la microbiota intestinal, la cual estimula las funciones protectoras del
sistema digestivo. Son también conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o
bioprofilacticos y se utilizan para prevenir las infecciones entéricas y gastrointestinales (Bodke
& Jogdand, 2022). En otras palabras, la administracion o el uso de prebidticos influye en el
ambiente intestinal, dominado por trillones de microorganismos comensales, para beneficiar la
salud humana (Das, Pradhan, Chakrabarti, Mondal, & Ghosh, 2022).

Los prebidticos también se pueden definir como oligosacaridos con diferente grado de
polimerizacioén, los cuales no son digeribles por el humano, pero fermentables por
microorganismos, modulando el crecimiento y actividad de poblaciones microbianas
especificas, como los probioticos, las cuales pueden beneficiar las funciones intestinales (Song,
Kim, & Paik, 2023). Los mas usados son: los galactooligosacaridos (GOS) y los
fructooligosacéridos (Silva, Mendonga, Paiva, Souza, & Peixoto, 2023). Dentro de éstos
ultimos destacan los fructanos, que son carbohidratos de reserva de diversas plantas, y estan
formados por unidades fructofuranosil con enlaces tipo B principalmente, estan presentes de
manera natural en algunos alimentos, pueden tener efecto protector ante infecciones
intestinales, como diarreas, o afectaciones provocadas por tratamientos con antibioticos, debido
a sus propiedades, eso puede ser al bloqueo de los lugares en donde se adhieren los
microorganismos patogenos o las toxinas de estos mismos en las células epiteliales, también a
que la poblacion las especies de lactobacilos y bifidobacterias incrementa de manera positiva.

Con el fin de ejercer sus propiedades funcionales, los probiodticos necesitan llegar disponibles
al sitio activo. La viabilidad y actividad de los probidticos en los productos es un pre-requisito
para obtener los beneficios en la salud. Sin embargo, algunos cultivos no viables pueden ejercer
ciertas propiedades funcionales como la inmunomodulacion. Estudios previos hablan sobre el
desenvolvimiento de las proteinas implicadas entre el huésped y la bien estudiada
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, presentes en el proteoma extracelular del medio de
cultivo.

1.1 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Hablando del microorganismo de interés, el estado del arte acerca de las proteinas presentes en
Bifidobacterium animalis subsp. lactis enuncia que 31 de ellas realizan funciones fisioldgicas
de membrana, las cuales son importantes desde el punto de vista de las interacciones blanco-
ligando, la captacién y el transporte de compuestos en las células de dichos microorganismos.
A su vez, el estudio de interacciones entre polisacaridos y proteinas de esta bacteria, estd poco
estudiado y no se describe a detalle el tipo de interaccion, la superficie protéica, ni interacciones
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con prebidticos de ciertas proteinas de membrana; siendo el estudio de BIG16BP, proteina
asociada a la super-familia de proteinas encargadas del transporte transmembranal (ATP-
binding cassette), de los tnicos y mas recientes que se han realizado, pero cuyo enfoque va a
la uniéon de dicha proteina con oligosacaridos a-(1-6) (Ejby et al., 2016), no estando reportada
la interaccion de dicho blanco, presente en la bacteria de interés, con fructanos o compuestos
con enlaces b-(1,2) y b-(2,6), que son enlaces presenten en los fructanos.

Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12®) es la bifidobacteria probidtica mas
documentada del mundo, ha sido descrita en aproximadamente 300 publicaciones cientificas,
se ha probado en ensayos clinicos que incluyeron sujetos desde bebés prematuros hasta
ancianos, durante mas de 25 afios, diversos estudios. BB-12® ha demostrado su efecto
beneficioso para la salud tanto en la salud gastrointestinal como en el sistema inmunitario.

El cuerpo humano contiene aproximadamente 10 billones de células, cada una de las cuales
codifica aproximadamente 23.000 genes. Sin embargo, somos superados en nimero por
nuestro microbioma: las bacterias que viven sobre y dentro de nosotros, este microbioma esta
formado por mas de 500 especies diferentes y representa alrededor de 100 billones de células
que codifican 3,3 millones de genes diferentes, el microbioma desempeia un papel importante
en la salud humana, mediante interacciones internas con el cuerpo humano. Al conjunto de
microorganismos que habitan dentro de nuestro intestino se les define como microbiota
gastrointestinal, especificamente esta microbiota desempefia un papel fundamentalmente
importante en la salud humana, colonizan nuestro organismo desde el vientre materno, entre la
diversidad de microorganismos que conforman la microbiota destaca Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, las cuales fueron descubiertas y aisladas por primera vez de las heces de un bebe
amamantado en el afo de 1899 (Jungersen et al., 2014).

Bifidobacterium es un género de bacterias gram positivas, no formadoras de esporas, no
moviles y son productoras de 4cido lactico, anaerdbicas, constituyentes comunes de la
microbiota autoctona en el intestino humano, es una bacteria con forma de baston y catalasa
negativa, en 1983 fue depositada en el banco de cultivos celulares de Chr. Hansen(Jungersen
et al., 2014). En el momento en que fue aislada, se consideraba que Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, pertenecia a la especie Bifidobacterium bifidum. tiempo mas adelante mediante
la utilizacion de técnicas modernas de clasificacion molecular reclasificadas Bifidobacterium
animalis subsp. lactis como Bifidobacterium animalis y posteriormente a una nueva especie
Bifidobacterium lactis. Posteriormente tiempo después fue demostrado que Bifidobacterium
animalis subsp. lactis lactis no cumplia con los criterios para una especie y, en cambio, se
incluy6 en Bifidobacterium animalis como subespecie. Por lo tanto, hoy en dia, se clasifica
como Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Uusitupa et al., 2020)

Las caracteristicas que posee este microorganismo han sido de gran interés dentro de la
investigacion cientifica, mediante diversos estudios realizados se ha demostrado resultados
positivos hacia la salud y la salud intestinal humana, debido a que su principal locacion
hospedera es el intestino, es importante conocer que este se debe encontrar en Optimas
condiciones para que la microbiota benéfica pueda desarrollarse de una manera adecuada y asi
proporcionar los beneficios positivos a la salud del hospedador. Los probidticos tienen tres
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principales mecanismos, la mejora de la funcion de barrera y el sistema inmunoldgico y la
inhibicidn de patogenos, esta tltima se lleva a cabo y se facilita mediante ciertos mecanismos
que incluyen: produccion de sustancias inhibidoras (4cidos organicos, H202, bacteriocinas);
competencia de nutrientes; eliminacion/degradacion de toxinas; competencia por los sitios de
adherencia (mucosidad, células receptores); coagregacion y modulacion de la virulencia; e
induccion de respuestas inmunitarias del huésped. Los jugos gastricos también juegan un papel
importante en el sistema inmunoldgico, capaz de matar y controlar la exposicion
gastrointestinal a muchos patdgenos, pero este mecanismo de defensa también puede afectar a
la microbiota positiva, desactivando los microorganismos benéficos, diversos estudios han
demostrado que Bifidobacterium animalis subsp, muestra una alta tolerancia al acido gastrico
y la bilis en comparacion con otras bifidobacterias. pueden sobrevivir al acido géstrico y la
bilis después del consumo por parte de los humanos. Estas propiedades mejoran el potencial
de BB-12® (Bifidobacterium animalis subsp. lactis) para proporcionar un beneficio para la
salud al anfitrion (Veiga et al., 2010). Otra estudio respecto a esta cepa demuestra que tiene la
capacidad de producir zonas inhibitorias de microorganismos patogenos como Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, entre otros (Jungersen et al.,
2014), las cuales son bacterias patégenas que provocan enfermedades al ser humano
principalmente por la ingesta de alimentos que no son inocuos. El paso por el tracto
gastrointestinal incluye un trayecto complejo para los probidticos vivos, debido a las
condiciones que presenta el acido géstrico duro y acido, las sales biliares del intestino delgado
presentan el siguiente desafio. BB-12® contiene el gen que codifica para la sal biliar hidrolasa,
una importante enzima para hacer frente a las elevadas concentraciones de sales biliares que se
encuentran en el intestino delgado. esta enzima se encuentra presente en BB-12® en todo
momento, al tener tal enzima lista proporcionara una ventaja para la c€lula ya que permite una
respuesta rapida a altas concentraciones de sales biliares y por lo tanto facilita el paso viable
del intestino delgado al intestino grueso. Estas caracteristicas nos indican que BB-12®, tiene
una alta resistencia de supervivencia en estas condiciones referente a otras cepas probidticas.

1.1.1 Usos en industria alimentaria (prebioticos)

Actualmente los consumidores estan siendo mas consciente sobre su nutricion, los alimentos
que consumen y sobre todo los beneficios que obtienen de los alimentos asi mismo los efectos
negativos, debido a las diversas enfermedades asociadas a una mala alimentacion asi como los
malos habitos de esta misma, han sido pie para el desarrollo de diversas investigaciones asi
mismo el desarrollo de nuevas opciones de consumo de alimentos, dando origen a los alimentos
funcionales los cuales inicialmente formaban parte de una estrategia para mejorar la calidad
de vida especialmente para la poblacién anciana (Das et al., 2022). Academia Nacional de
Ciencia de los Estados Unidos ha definido los alimentos funcionales como “cualquier alimento
o ingrediente alimenticio modificado, que pueda proporcionar un beneficio a la salud” , la
industria de alimentos ha revolucionado en la manera de producir estos alimentos y cada vez
mas vemos en el mercado alimentos funcionales, una de las aplicaciones mas conocidas de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis en la industria alimentaria es en la elaboracion de leches
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acidificadas o como agentes aislados y adicionados a formulas o en bases oleosas o
acuosas,otros usos como formulas, suplementos dietéticos y productos lacteos
fermentados.Esta cepa es tecnoldgicamente muy adecuado, expresando actividad de
fermentacion, alta aerotolerancia, buena estabilidad,ademas de no tener efectos adversos sobre
el sabor, la apariencia o la sensacion en la boca del alimento (Davani-Davari et al., 2019).

2. BIG16BP

En términos de blancos biologicos de Bididobacterium, estudios recientes computacionales
motraron las interacciones entre tres fructanos (1-cestosa, bifurcosa y neocestosa) que se
encuentran en el agave y la protenina de tranporte BG16BP , expresada en Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis, en este estudio se observo que la proteina BIG16BP puede
desempefiarse en el transporte y captacion de fructanos como son la 1-cestosa, la bifurcosa y
la neocestosa, siendo esta un primer blanco bioldgico en el metabolismo de este tipo de
polisacaridos. La carboximetil celusosa debido a su estructura similar a los fructanos se estudio
con el mismo método para revisar si podia fungir como prebidtico, al interactuar con dicha
proteina, como resultado sus fuerzas de interaccion fueron menores.

BG16BP es un mediador de oligosacéaridos en Bididobacterium, la cual estd asociado al un
transportador de ATP y en estudios experimentales se ha podido demostrar que dicha proteina
puede ser un potencial blanco para promover un mejor metabolismo de oligosacaridos en este
microorganismo (Ejby et al., 2016).

Las proteinas, cuya funcion se desarrolla de manera extracelular, son por lo general proteinas
de union de soluto para oligosacaridos, aminoacidos y manganeso; proteinas que metabolizan
la pared celular y 18 proteinas que han sido descritas para interactuar con células epiteliales
hospederas humanas o proteinas de matriz extracelular. Estos descubrimientos sugieren el
papel clave de las proteinas en la colonizacion del aparato gastrointestinal, la adherencia a los
tejidos del anfitrion, o la inmunomodulacion del sistema inmune del anfitrion. La identificacion
de proteinas predichas para participar en tales interacciones, puede allanar el camino hacia
estudios enfocados en la comprension del modo de accion de las bacterias probidticas, desde
el punto de vista de las interacciones proteicas blanco-ligando (Fei et al., 2023).

Por otro lado, un estudio realizado para caracterizar el sistema proteolitico de BB-12, enfocado
en la identificacion y caracterizacion de una endopeptidasa intracelular, llevo a cabo cultivos
celulares en un medio rico en péptidos (MRS) y en un medio a base de leche con un contenido
de péptidos bajo, utilizando sustratos cromdgenos. En dicho estudio, se encontré que la
actividad proteolitica se llevaba a cabo so6lo gracias a las aminopeptidas intracelulares y la
actividad mas alta fue medida en las células que habian crecido en el medio a base de leche.
No se detectaron actividades de proteinasa o endopeptidasa con sustratos cromdgenos
especificos en B. animalis subsp. lactis. Por lo tanto, estas actividades se ensayaron con
proteinas lacteas: caseinas y proteinas de suero (Mei et al., 2023).
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Finalmente, se tienen reportes de estudios realizados en b-(1,6)-galactosidasa, presente en B.
animalis subsp. lactis, que indican su adecuada interaccion con azicares complejos (Viborg et
al., 2014).

3. Fructanos

Desde miles de afios los fructanos han estado presentes en la alimentacion humana, a través del
consumo de vegetales en donde estos compuestos se almacenan como sustancias de reserva,
en especies variadas los fructanos constituyen polisacaridos derivados de la molécula de la
sacarosa, siendo esta un disacarido de fructosa y una glucosa terminal, estas moléculas se
pueden clasificar por sus estructuras diferentes (lineales, ramificados, y ciclicos), tienen
distintas longitudes de cadena, enlaces y diferente grado de polimerizacion (Peshev & Van den
Ende, 2014). De igual manera, los fructanos son carbohidratos no reductores formados de
unidades fructosil presentando generalmente en su estructura, una molécula de glucosa
terminal. Sin embargo, el sistema digestivo de humanos no posee enzimas capaces de hidrolizar
este tipo de carbohidratos, llegando asi al colon y sirviendo de sustrato para las bacterias
coldnicas, considerandose entonces como un prebiotico (Vijn & Smeekens, 1999). Se
encuentran solamente en el 15% de las plantas, entre los principales 6rdenes de estas mismas
que presentan este tipo de compuestos se encuentran las Asterales, Asparagales, Poales entre
otros, los cuales son almacenados en hojas, tallos o raices, los fructanos también son producidos
por algas bacterias y hongos.Los fructanos fueron aislados por primera vez en 1804, a partir de
un extracto de Inula helenium por el cientifico alemén Rose (Lopez-Castejon, Bengoechea,
Espinosa, & Carrera, 2019).

los fructanos se encuentran en vacuolas y son solubles, otra funcion importante de los fructanos
ademas de ser un carbohidrato de reserva, es que su funcion natural estd asociada con la
regulacion de absorcidon y retencion de agua, y con el crecimiento al generar una mayor
resistencia y tolerancia a las bajas temperaturas (Kaur & Gupta, 2002).

3.1 Fructanos del agave

Los fructanos se clasifican de acuerdo con las unidades estructurales de las cuales estan
conformados por ejemplo:

Inulina: Son oligopolimeros de D-fructosas que estan unidas por los enlaces B (2—1), con una
molécula de D-glucosa terminal. La inulina estd presente en especies de la familia Asteraceae,
en plantas puede contener hasta un 10% de mono y disacéridos, principalmente fructosa y
sacarosa, asi como una serie de olisacaridos entre los cuales los fructooligosacaridos
representan hasta el 30 %, Mudannayake y colaboradores (Mudannayake, Jayasena,
Wimalasiri, Ranadheera, & Ajlouni, 2022) describieron a la inulina como una mezcla de
oligdbmeros y polimeros, cuyo grado de polimerizacion llega a alcanzar hasta 70 unidades de
fructosa mas una glucosa terminal.
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Levanos: estos son producidos por monocotiledoneas, cuentan con una estructura lineal
presentando uniones de glucosa y fructosa a f (2—6) o incluso B (2—1) fructofuranosil y una
molécula de glucosa terminal.

Inulina neoserie: cadenas lineales de fructosas con unién mediante enlaces s 3 (2—1) en los
carbonos 1 y 6 de la glucosa de una molécula de sacarosa; se encuentran principalmente en
Allium cepa (Alliaceae) y Asparagus officinalis (Liliaceae) (Godinez-Hernandez, Aguirre-
Rivera, Juarez-Flores, Ortiz-Pérez, & Becerra-Jiménez, 2015)

Agavinas: poseen enlaces tanto f (2—1) como B (2—6) fructofuranosil y una molécula de
glucosa interna, son sintetizados por varias especies de agave.

Las primeras evidencias de estos compuestos presentes en especies de Agaves fueron
aportadas por Marroquin y Hope (1953), posteriormente establecieron la estructura molecular
de los fructanos del agave tequilero (Quifiones-Mufioz, Villanueva-Rodriguez, & Torruco-Uco,
2022), en sus investigaciones encontraron que dichos compuestos presentan estructuras
ramificadas y mayor grado de polimerizacion que los de achicoria, estos resultados iniciaron
un gran interés y la realizacion de trabajos de investigacion sobre las propiedades, métodos de
extraccion, entre otras cosas En muchas especies vegetales los fructanos permiten la tolerancia
al frio, a la sequia y condiciones de estrés (Wang, Yu, Zhang, Jiang, & Mu, 2015). Actualmente
se estan realizando estudios a profundidad por la gran importancia econdémica que tiene en
Meéxico, debido a la fuente natural en donde se encuentran que es el agave, México es el pais
el cual cuenta con la mayor parte de especies de agaves que existen y estas plantas y debido al
interés mencionado son la principal fuente de extraccion de inulina.

Las moléculas de fructanos, como 1-cestosa, bifurcosa y neocestosa (Vijn & Smeekens,
1999).ver Figura 1, poseen una configuracioén ramificada a diferencia de la configuracion lineal
de la inulina comercial (siendo también es un fructano, pero derivado de achicoria), lo que les
podria otorgar diferentes propiedades y aplicaciones tecnologicas. Varios estudios han sido
desarrollados, encontrando un efecto favorable de distintos prebidticos sobre bacterias
probidticas, como Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp. con GOS (Castro et al., 2016).
También existen reportes de fructanos, como la inulina, que sugieren que dicho polimero puede
ser una buena opcidén para aumentar beneficios a la salud, aportados por algunas cepas de
Streptococccus spp. y Lactobacillus spp (Allgeyer, Miller, & Lee, 2010).

HO

HQ HO:.. S

OH
HO. o A HO__)}—0 B HO—. C
HO. O o] OH o
0 OH HO .o OH HO'Q_.\
HO, .. _~__OH b o 0 oH OH
b & HO™ ™ “OH HO { Ho \_OQ*
HO “OH =N Q — OH
H (o] OH HO' eI
~OH OH HO, = OH OH
o HO OH
HO” ™/
/
HO'

Figura 1. Principales fructanos encontrados en el agave A) 1-cestosa, B) bifurcosa, C)
neocestosa.
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No obstante, la caracterizacion fisicoquimica, estudios y aplicaciones realizados respecto a los
fructanos, son muy escasas, pese a sus reconocidos beneficios que durante el proceso de
fermentacion de dichos compuestos promueve la biosintesis de acidos grasos de cadena corta
y &cido lactico, de los cuales, los primeros estimulan el crecimiento de las células de la mucosa
colorrectal, retardan la atrofia de la mucosa y disminuyen el riesgo de transformacion maligna
del colon.

3.2 Uso industrial de fructanos

Por sus diversas propiedades son utilizados, ademas, en la industria alimentaria como
ingredientes bajos en calorias, edulcorantes o sustitutos de grasas (Gibson et al. 1995), existe
una gran demanda de fructanos comerciales como ingredientes en los alimentos funcionales,
entre otras funciones los fructanos mejoran la textura y consistencia de productos alimenticios,
los cuales reducen el contenido caldrico de los alimentos.

Un ejemplo de su uso en la industria de alimentos es el uso como sustituto de grasa y azicar
en panificacion utilizando harinas libres de gluten, en este estudio se demostrd su potencial,
dando como resultado de manera positiva muchas ventajas tecnologicas, y aceptacion sensorial
y nutrimentales, complementando un alimento que esta dirigido principalmente a personas con
problemas celiacos (Davidson & Bridges, 1987).

Entre las propiedades benéficas para la salud que han sido atribuidas a los prebioticos destacan
la promocién de la microbiota intestinal deseable, refuerzo de las funciones inmunologicas,
ayuda a la absorcion de minerales como el calcio, mejora el metabolismo de las grasas y de la
reaccion glicémica, asi como la prevencion de enfermedades cardiovasculares y diabetes
(Molfetta et al., 2022).

4. Otras moléculas de interés

En el presente estudio se requiere conocer mas a fondo generalidades y propiedades de ciertas
moléculas de interés y comparacion con los fructanos del agave. Tal es el caso de la
carboximetilcelulosa y la arbutina.

4.1 Carboximetilcelulosa

Otra molécula importante para el presente estudio es la carboximetilcelulosa (CMC), producida
por modificacion quimica de la celulosa, especificamente introduciendo grupos acetato en su
estructura, confiriendo solubilidad de esta en agua. Dicha molécula, al presentar una estructura
poliscérida similar a los prebiodticos seleccionados en este trabajo, puede interferir en la
interaccion proteina-prebidtico y al ser ampliamente utilizado en la industria de alimentos, por
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su transparencia, viscosidad y tolerancia a medios acidos en varios productos, es facil
encontrarla en lacteos congelados, pasteles, pastas, dulces, bebidas de frutas, leches
saborizadas, bebidas en polvo, entre otros (Jia, Liu, & Zhang, 2016).

Polimero anidnico que es soluble en agua. Este éter celulosico es producido a través de
reaccionar alcali celulosa con monocloroacetato de sodio bajo estrictas condiciones de proceso.
En la reaccion se obtienen subproductos como el cloruro de sodio y glicolato de sodio, estas
sales son posteriormente removidas obteniendo la carboximetilcelulosa de sodio altamente
purificada. La alta capacidad de hinchamiento se puede alcanzar y controlar por medio de
diferentes formas de insolubilidad del polimero, las cuales pueden ser por adicidon de un agente
entrecruzante, tratamiento térmico o conversion del estado i6nico. La conversion de algunos
grupos hidroxilo de la celulosa en sustituyentes hidrofobicos atenta el enlace por puente de
hidrégeno, disminuyendo la cristalinidad e incrementando la solubilidad en agua (Akhlaq &
Uroos, 2023).

Fue utilizada durante la primera guerra mundial, se us6 como un sustituto potencial de la
gelatina, pero, surgieron problemas técnicos y los costos de manufactura complicaron la
comercializacion del producto en aquella época.Tiempo después se descubrié que la CMC
mejoraba el lavado al usar detergentes que la contuviera, evitando la redeposicion de la
suciedad en la ropa. Mas adelante al llegar la Segunda Guerra Mundial, los materiales que eran
usados comunmente para hacer limpiadores naturales de ropa,fueron utilizados con fines
bélicos, dando inicio a una mayor utilizacion y auge de las gomas solubles en agua,
renovandose asi el interés en la fabricacion de CMC (Akhlaq & Uroos, 2023).

Principalmente se utiliza como estabilizante, espesante proporcionando cuerpo a diferentes
productos alimenticios como jugos, cremas de licor,

El primer uso de la CMC en la industria alimenticia fue en los helados, debido a la escasez de
gelatina después de la Segunda Guerra Mundial. Para mediados de 1950, la CMC fue
establecida como un estabilizador de helados. posteriormente de aquella fecha la su utilizacion
de laCMC ademas de alimentos, ha tenido una diversa aplicacion en productos farmacéuticos,
cosméticos, cementos, adhesivos y textiles. La carboximetilcelulosa (CMC) o sodio O-
(carboximetilcelulosa) es un derivado muy importante de la celulosa y es muy conocido por
sus propiedades superabsorbentes. Las multiples aplicaciones de la NaCMC en los diferentes
sectores de la industria alimenticia hacen de este producto un elemento casi indispensable, es
producida en grandes cantidades, en grados comerciales crudos sin ningln refinamiento para
emplearlo en detergentes, fluidos de perforacion y en la industria papelera. En grados de pureza
mas altos se emplea como aditivo alimenticio.

4.2 Arbutina

La arbutina (4-hidroxifenil-B-D-glucopirano6sido), es un glicosido de la p-hidroquinona, aislado
por primera vez a partir de fuentes naturales e identificado en 1881 por Schiff y Michael en
1982 (Saeedi, Khezri, Seyed Zakaryaei, & Mohammadamini, 2021). Este compuesto, se
encuentra presente en las hojas y frutos de la pingiiica, Arctostaphy pungens (Quevedo-Robles,
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Vilchis-Nestor, & Luque, 2023). Cuando es ingerida la arbutina, se absorbe en el tracto
gastrointestinal y es hidrolizado por la flora intestinal para liberar el aglucon, hidroquinona

(Searle, Al-Niaimi, & Ali, 2021). Sus ésteres de glucuronato y sulfato se excretan en la orina
(McGregor, 2007).

5. Estudios in silico

Los estudios computacionales a lo largo del presente milienio han tomado fuerza, derivado del
desarrollo tecnoldgico de ordenadores con mayor poder de calculo y del interés de los
investigadores en generar resultados economizando los costos y tiempos que implican la
experimentacion empirica. Es por ello que en el presente trabajo se plantea evaluar la
interaccion entre la proteina transmembranal BIG16BP y algunos azicares complejos de
diversas especies, como fructanos (1-cestosa, bifurcosa y neocestosa) y arbutina; con la
finalidad de evaluar, de manera computacional, cual de ellos presenta la mejor interaccion, asi
como los modos de unién prebiotico-BIG16BP, para de esta manera saber que prebiodtico puede
introducirse mas sencillo a Bifidobacterium animalis subsp. lactis, metabolizadose
posteriormente, favoreciendo el crecimiento bacteriano y proponiendo dicha proteina como
primer blanco bioldgico de la ruta de captacion, transporte y posterior metabolismo de este tipo
de aztcares complejas. A su vez, se utilizard como sustrato competitivo la CMC, por estar
presente en diversas formulaciones de alimentos, comparandolo con las moléculas antes
mencionadas: arbutina estando presente en un alimento utilizado en la medicina tradicional
poco estudiado.

Esto se plantea realizarse a partir de los acoplamientos moleculares in silico, los cuales son una
herramienta importante para elucidar propiedades bioquimica de moléculas bioactivas,
calculando energia de enlazamiento, empleando un algoritmo computacional para encontrar
como se unird una molécula (bioactivo) con una biomolécula blanco (Young, 2009). La manera
de realizar los acoplamientos moleculares in silico es teniendo conocimiento del receptor
(Diana bioldgica) y de la estructura cristalizada de dicho blanco biolégico con un ligando
especifico, haciendo de esta manera un escaneo en la superficie del receptor, obteniendo asi la
“pose” de menor energia de enlazamiento, que pueda adquirir el ligando en dicha superficie de
la diana biologica (Asiamah, Obiri, Tamekloe, Armah, & Borquaye, 2023).
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CAPITULO II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Una seleccion de moléculas bioactivas presentes en plantas de clima semi-arido (agave, y
pingiiica), tienen la capacidad de interactuar con la proteina de membrana BI/G16BP, presente
en B. animalis subsp. lactis relacionando dicha interaccidon con una perspectiva de las mismas
como prebioticos.

2.2 Objetivo general:

Entender a nivel molecular las interacciones entre la proteina de membrana BIG16BP presente
en B. animalis subsp. lactis y diferentes azucares prebioticos, y distintos compuestos
seleccionados (Carboximetilcelulosa, arbutina, fructanos) a partir de métodos basados en la
quimica tedrica y computacional, con la finalidad de tener una perspectiva hacia el uso de las
moléculas estudiadas como prebioticos.

2.2.1 Objetivos especificos

- Modelar un conjunto de fructanos del agave (Neocestosa, 1-cestosa y Bifurcosa), la
arbutina y la CMC.

- Optimizar las moléculas antes mencionadas, con métodos basados en el estado del arte
de la quimica tedérica y computacional

- Seleccionar, descargar y corregir un blanco bioldgico de B. animalis subsp. lactis, en
este caso la proteina de membrana B/G16BP.

- Realizar acoplamientos moleculares in silico del blanco y los ligandos modelados.
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudio computacional

El presente trabajo fue realizado a partir de técnicas basadas en el estado del arte de la quimica
tedrica computacional, empleando para ello la infraestructura disponible en el Laboratorio de
Caracterizacion Molecular de Biosistemas y Nanocompuestos (LACAMBION),
especificamente haciendo uso de la computador de alto rendimiento denominada “La
Biznaga”(Garcia-Tejada, Aguilera-Granja, Albino-Flores, Bazdn-Jiménez, & Diaz-Cervantes,
2022).

3.1.1 Seleccion y preparacion de ligandos

La carboximetilcelulosa, asi como los compuestos bioactivos de arbutina y fructanos
seleccionados fueron considerados como ligandos de BIG16BP, siendo previamente modelados
de manera finita (Figura 1, Figura 2 Figura3), capeando los extremos de las moleculas con
protones, para evitar valencias libres.

Figura 2. Modelo propuesto para la carboximetil celulosa.

OH

OH
HO ©

OH
Figura 3. Modelo propuesto para Arbutina

Los ligandos fueron seran optimizados a nivel PM6(Stewart, 2007) y utilizando el formalismo
de la teoria de funcionales de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés), especificamente
empleando el funcional meta GGA (PBE), formulado por Perdew, Burke y Erzenhof(Perdew,
Burke, & Ernzerhof, 1996),a través del paquete computacional (G09) Gaussian 09(Frisch et
al., 2009), el cual, se reporta en la literatura como un método apropiado para obtener angulos,
distancias de enlace, energias y propiedades electronicas similares a las experimentales.

3.1.2 Seleccion y preparacion de blancos

Como uno de los objetivos implicitos de este trabajo es elucidar un posible blanco biologico
involucrado en la ruta metabolica de los ligandos seleccionados (CMC, fructanos, y arbutina)
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para lo cual y debido a la amplia gama de proteinas presentes en B. animalis subsp. lactis, en
este estudio debemos enfocarnos en una proteina en especifico, la cual debe ser caracterizada
y corregida a través de los datos cristalograficos obtenidos del estado del arte. La proteina
seleccionada sera la BIGI16BP(Ejby et al., 2016), cuyos datos cristalograficos se descargaran
de la base de datos Protein Data Bank (co6digo PDB: 4ZZE), para poder realizar el modelado
molecular correspondiente, a través de metodologias basadas en la fisicoquimica teorica-
computacional, empleando los softwares que se mencionaron en la seccion anterior. Dicho
modelado comenz6d con las correcciones de solventes y pH a a través del paquete
computacional Chimera (Pettersen et al., 2004).

3.1.3 Docking

La interaccion entre los prebioticos seleccionados, la carboximetilcelulosa y la BIG16BP, se
llevé a cabo con el software (MVD) Molegro Virtual Docker(Yang & Chen, 2004), a través de
la funcion de scoring MoldockScore (Thomsen & Christensen, 2006).

Finalmente, el analisis de interacciones no covalentes, entre los ligandos y proteina
seleccionada, se llevaran a cabo con el software MVD.
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CAPITULO 1V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Docking de ligandos de interés con B/G16BP

Figura 4. Acoplamientos moleculares in silico de los ligandos estudiados en la superficies de
BIG16BP.

En la Figura 4 se muestra el docking ciego de de los sistemas estudiados, el cual es un escaneo
de la superficie de toda la proteina, y es claro que los ligandos se posicionan en diferentes
cavidades. Una vez realizada esta primera aproximacion, se procedid a realizar un docking
especifico, del cudl se muestran los resultados en la siguientes seccion.

4.1.1 Energias totales y Eficiencia del Ligando (EL)

Los resultados obtenidos una vez realizado el estudio computacional de las principales
interacciones moleculares no covalentes entre BIG16BP y la arbutina, fructanos y CMC con la
proteina son mostrados en la Tabla 1. En dicha tabla se puede observar que la arbutina es la
molécula que presenta mejor interaccion blanco-ligando, al obtener una eficiencia del ligando
(LE) mas negativa que las demas moléculas. El acomodo de los ligandos con mejor interaccion
quedaria como sigue Arbutina > Neocestosa > 1-cestosa > Bifurcosa > CMC, notando
nuevamente que la molécula con menor interaccion es la CMC y en este caso los fructanos
presentan la misma tendencia reportada en trabajo anteriores.

Tabla 1. Principales energias de interaccion, en kcal/mol, entre BIG16BP y los ligandos

estudiados
Molécula E LE Hbond Vdw Electro
Neocestosa  -123.52 -3.63 -22.11 -37.93 3.86
Arbutina -85.56 -4.50 -13.25 -28.35 -1.67
1-Cestosa -99.69 -2.93 -15.08 5.19 -2.50
Bifurcosa -117.98 -2.62 -17.56 -42.36 -0.45
CMC -125.39 -2.20 -18.92 13.27 -0.86

E = Energia total de interaccion ligando-receptor; LE= eficiencia del ligando; Hbond= Interacciones de
enlaces de hidrogeno; VAW = Interacciones de Van der Waals y Electro = Interacciones electrostaticas.

A partir de los resultados anteriores, podemos decir que la arbutina presenta una mejor
interaccion con el blanco seleccionado, significando que puede ser considerada como posible
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prebidtico, teniendo una mejor interaccion incluso que los fructanos del agave (LE = -3.63
kcal/mol, -2.93 kcal/mol y -2.62 kcal/mol) y la CMC (LE = -2.20 kcal/mol).

4.1.2 Interacciones de enlace de hidrogeno y electrostaticas

Los resultados de la tabla 1 se pueden sustentar debido a la presencia de interacciones
electrostaticas atractivas y a la baja cantidad de interacciones estéricas, ver Figura 5.
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Figura 5. Interacciones estéricas entre B/GI6BP 'y la arbutina (izquierda) y CMC
(derecha).

La Figura 5 nos muesra las interacciones estéricas blanco-ligando para la arbutina y la CMC,
siendo clara la cantidad mayor de interacciones estéricas en esta ultima, comparada con las
presentes en la arbutina (una interaccion notoria y 5 muy bajas), los cual nos da pauta a
considerar que este tipo de interacciones son las causantes de un favorable LE en el caso de
la arbutina y un LE menos negativo en el caso de la CMC. Cabe destacar que las
interaccoines estéricas son repulsivas y causan interacciones blanco-ligando menos
favorables.
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(e
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Figura 6. Interacciones de enlace de hidrogeno entre B/GI6BP y la arbutina (izquierda) y
CMC (derecha).
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En forma contrastante con lo discutido anteriormente, es notorio que aunque la CMC
presenta una gran cantidad de enlaces de hidrogeno, ver Figura 6, no aportan la suficiente
energia para contrastar la gran cantidad de interacciones estéricas presentes en la Figura 6.
Lo que causa que CMC interactiie de manera menos favorable que las demas moléculas
estudiadas, presentando una LE menos negativa.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

En el presente trabajo se evaluaron las interacciones moleculares de una proteina presente en
Bifidobacterium con una serie de fructanos presentes en el agave (Neocestosa, cestosa,
bifurcosa), un aditivo utilizado en industria de alimentos (CMC), asi como con un bioactivo
presente en la pingiiica (arbutina). Los resultados muestran que las moléculas estudiadas
presentan el siguiente orden de interaccion favorable con B/GI6BP: Arbutina > Neocestosa >
1-cestosa > Bifurcosa > CMC, siendo las interacciones estéricas determinantes en la interaccion
final blanco-ligando.

Se puede concluir ademés que es posible proponer a los fructanos del agave, asi como a la
arbutina como posibles probiodticos, que presentan una interaccion favorable con la proteina
BIG16BP, la cudl esta involucrada en el metabolismo de azicares de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, pudiendo aportar a un mejor desarrollo de este prebidtico, generando asi las bases
para posteriormente formular un alimento funcional basado en azlcares del agave y de la
pingiiica.

5.2 Perspectivas

- Llevar a cabo la extraccion de azucares del agave y de la pingliica de manera
experimental.

- Formular un aditivo a partir de los azucares extraidos.

- Realizar pruebas sobre Bifidobacterium animalis subsp. lactis para evaluar su
comportamiento en presencia azucares del agave y de la pingiiica, asi como CMC como
control.
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