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1. Resumen

A lo largo de los anos la industria farmacéutica ha utilizado distintos
compuestos para mejorar la entrega de farmacos y, gracias a una
estructura quimica versatil, las ciclodextrinas han sido candidatas ideales
para este fin. Si bien muchos estudios han explorado los efectos de estas
nanoparticulas en distintos modelos celulares, éste, aborda por primera vez

un linaje celular distinto.

El objetivo del presente estudio es evaluar los efectos del complejo de
inclusién ciclodextrinas/acido ferulico en un sistema in vitro utilizando
células mesenquimales de origen dental considerando la importancia de
mejorar la biodisponibilidad de aquellos compuestos altamente benéficos
para la salud, pero con la desventaja de ser susceptibles a perder

estabilidad ante un ambiente polar, como es el caso del acido ferulico.

El estudio experimental es un ensayo de citotoxicidad realizado con sal de
resazurina en un medio de cultivo de DT-MSCs derivadas de tejido pulpar.
A este medio de cultivo se le incorporaron diversos grupos experimentales
que comprenden; ciclodextrinas, acido ferulico y complejos de inclusion
CD-AF a diferentes concentraciones para su posterior analisis morfolégico
y estadistico que evidencia la viabilidad celular a 24, 48 y 72 horas después

de sus respectivas combinaciones.

Los resultados revelaron que los efectos aislados del acido ferulico
demuestran cambios relevantes en la viabilidad celular. Sin embargo, los
efectos del complejo de inclusion del acido ferulico con las ciclodextrinas
mejora la solubilidad de este, disminuyendo asi su toxicidad. Debido a ello,
es necesaria la aplicacion de estudios especificamente en este linaje
celular para verificar tanto los efectos estabilizadores del complejo de

inclusiéon como la toxicidad del acido ferulico.

Vi



Palabras clave: ciclodextrinas, acido ferulico, DT-MSCs de origen dental,
solubilidad, viabilidad.
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2. Introduccion

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos derivados del almidon
formados por unidades de glucosa, estas pueden ser sintetizadas o
producidas gracias a la ayuda de algunas cepas bacterianas especificas o

ya sea de manera industrial.

Desde su descubrimiento en 1891, se les han conferido ciertas
caracteristicas y propiedades que las han hecho pasar de ser exclusivas
de la curiosidad cientifica hasta ser, en la actualidad, aprobadas en
diversas partes del mundo para su uso en industrias como la alimenticia,
agroquimica, cosmeética, y lo que capta nuestra atencién, en la industria

farmacéutica.

La incorporacién de CDs en los sistemas farmacéuticos es una realidad
consolidada teniendo en cuenta las pocas incompatibilidades que
presentan y su buen perfil de seguridad (Ramos-Martinez B. 2022). Debido
a esto, se han estudiado distintas asociaciones de CD con alrededor de 515
principios activos para el afo 2007, de todos esos principios activos
pusimos nuestro enfoque en el acido ferulico, que por su parte es un

compuesto fendlico considerado como un potente antioxidante natural.

En el ano 2008 y 2015 se realizaron estudios sobre técnicas especificas
derivadas de este complejo. Sin embargo, el objetivo de este trabajo es
evaluar los efectos de un complejo de inclusién ciclodextrinas/acido ferulico
en un sistema in vitro, utilizando células de tejido dental. Se realizé un
ensayo de citotoxicidad que, junto a un posterior analisis estadistico y
morfolégico, nos ayudara a medir la viabilidad de las células combinadas
con grupos experimentales que conforman; acido ferulico y ciclodextrinas
de manera aislada, y el acido ferulico y las ciclodextrinas en forma de

complejo.



Aunque se han realizado estudios sobre la complejacién de CD y acido
ferulico, no se habia propuesto la utilizacion de este linaje celular
especifico, lo que puede derivar en usos prometedores para la investigacion
cientifica en tejidos dentales a su vez siendo un aporte para la biotecnologia

y el area médica.

3. Marco tedrico

3.1 Ciclodextrinas

3.1.1 Definicion

Las CDs, también conocidas como cicloamilosas, ciclomaltosas o dextrinas
de Schardinger, son oligosacaridos ciclicos que constan de seis, siete, ocho
0 mas subunidades de glucopiranosa unidas por enlaces a-(1,4) que se

obtienen mediante la modificacion enzimatica del almidon. (1,2)

En el caso de las CDs, es importante saber que existen CDs naturales y
CDs modificadas o sustituidas estas, respectivamente, son oligosacaridos
que se pueden formar espontaneamente en la naturaleza mediante la
fermentaciéon del almiddon por algunas cepas bacterianas, o se pueden
producir a escala industrial utilizando Ila enzima ciclodextrina-
glicosiltransferasa, la cual es responsable de la fragmentacion del almidén

de la ciclizacion. (3)

Existen tres ciclodextrinas facilmente disponibles: a-CD, compuesta por 6
unidades de glucosa (también denominada ciclohexaamilosa o
ciclomaltohexaosa); B-CD, compuesta por  siete unidades
(cicloheptaamilosa, ciclomaltoheptaosa); y y-CD compuesta por 8 unidades

(ciclooctaamilosa, ciclomaltoheptaosa). (4)



Las CDs son conocidas por sus propiedades moleculares de
encapsulacion, su forma les permite encapsular sustancias de determinado
tamafio y con cierta hidrofobicidad, por esto, las CDs han sido estudiadas
como transportadores moleculares. Por ejemplo, su estructura molecular

tiene ventajas sobre los llamados complejos de inclusion.

Las CDs han sido utilizadas como excipientes farmacolégicos, los cuales
se definen como sustancias inertes, aparte de la droga farmacoldégicamente
activa, y que se incluyen en el proceso de manufactura, o que estan
presentes en la dosis final de un producto farmacéutico.

Los excipientes son ampliamente utilizados en las formulaciones
farmacéuticas para proporcionar estabilidad a largo plazo, afiadir volumen
a las formulaciones sdlidas y para facilitar la absorcion de la droga

terapéutica.

3.1.2 Estructura quimica

Las CDs no son totalmente cilindricas, sino que presentan una
conformacién troncocénica. (5) Ademas, poseen dos aberturas en los
extremos de la molécula, donde una es mas amplia que la otra debido a la

disposicion de los grupos hidroxilos primarios y secundarios. (1)

Su geometria unica incluye grupos secundarios hidroxilos en el anillo
externo del cono y primarios en el anillo interno del cono (Figura 1), lo cual
le confiere una naturaleza soluble en agua, mientras la cavidad interna esta
alineada con protones, lo que hace a las CDs capaces de interactuar con

moléculas hidrofébicas de diametro y geometria adecuada.
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Figura 1. Estructura de CD. (Adaptado de Oliveira R, Santos D, Barata P. 2009).

La disposicidon que presentan los hidroxilos primarios (hidroxilos unidos al
anillo de glucosa) hace que tengan una rotacion libre lo que ocasiona una
reduccion en el diametro efectivo de la cavidad. Por otra parte, los hidroxilos
secundarios (hidroxilos unidos al carbono que no forma parte del anillo de
glucosa) permiten que se forme un mayor tamafo de la cavidad porque no

tienen una rotacion libre (Figura 2). (1,6)

a-CD B-CD y-CD

Figura 2. Estructura quimica de alfa, beta y gama ciclodextrinas.
(Adaptado de Torralba A. 2014 y Astray G et al. 2009).



En resumen, esta disposicién en su estructura proporciona al exterior un
caracter hidréfilo, mientras que su parte interna tiene un caracter hidréfobo,
y es gracias a esa caracteristica que en las CDs se facilita la inclusién de

compuestos organicos y diversos polimeros en solucién acuosa. (7)

3.1.3 Mecanismos de accion

Mas alla de los detalles de su estructura, la caracteristica mas importante
de las CDs es su cavidad interna, pues permite formar complejos de
inclusién con pequefias moléculas huésped que tengan la forma, el tamafo

y la polaridad adecuados. (4)

Por otra parte, se ha descrito que las CDs no solo interaccionan con otras
moléculas por formacion de complejos de inclusion sino que también son
capaces de formar agregados para mejorar la solubilidad de las moléculas

huésped, que generalmente son muy insolubles, actuando como micelas.

(8)

3.1.3.1 Solubilidad

En lo que respecta a la solubilidad, cabe destacar que las CDs naturales
(a-CD, B-CD y y-CD) presentan menor solubilidad en agua que sus

oligosacaridos homologos de cadena abierta. (3)

Concretamente, la 3-CD es la menos soluble de todas pues con su nimero
impar de unidades de glucopiranosa, aparecen enlaces de hidrégeno
intramoleculares entre grupos hidroxilos, previniendo la formaciéon de
enlaces de hidrogeno con moléculas de agua circundantes y resultando en
una baja solubilidad en agua, lo que permite una mejor estabilidad y rigidez
de la molécula, y posiblemente una mejor inclusion de compuestos dentro

de la misma. (7,1)



La cavidad interna de B-CD es la ideal para la mayoria de las moléculas
lipidicas de interés, por lo que es ampliamente la mas usada como

excipiente. (9)
3.1.3.2 Complejos de inclusiéon

En farmacologia, un complejo de inclusién es un complejo en que un
compuesto quimico (el hospedero) tiene una cavidad en la cual un
compuesto “huésped” puede acomodarse; ademas, la interaccién de estos

compuestos involucra exclusivamente puentes de van der Waals.

Existe una gran variedad de compuestos que pueden formar complejos de
inclusién con las CDs naturales por lo que la combinacién entre ambos han
sido objeto de estudios sistematicos, incluyendo alcoholes alifaticos,

aminas y acidos, aminoacidos, cetonas surfactantes entre otros.

Cada CD tiene sus propias capacidades para formar complejos de inclusiéon
con moléculas especificas pues la formacién de estos esta determinada por
las caracteristicas de las moléculas huésped, como polaridad, tamafio y
geometria, y debe ser adecuada para las caracteristicas hidrofébicas y de
tamafio de la cavidad de la CD (Figura 3). (10)

Debido al tamafio de la cavidad, a-CD se limita a complejar moléculas de
pequefio tamafo o con cadenas laterales alifaticas, mientras que B-CD es
adecuado para complejar anillos aromaticos. La CD con una cavidad mas
grande es adecuada para complejar moléculas grandes como esteroides o

antibidticos macrdlidos. (10)
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Figura 3. Esquema de la formacién de un complejo de inclusion. (Adaptado de Oliveira
R, Santos D, Barata P. 2009).

3.1.4 Usos y aplicaciones de las ciclodextrinas.

Retomando lo mencionado previamente, las CDs se utilizan como
solubilizantes, estabilizantes, saborizantes y agentes protectores contra la
oxidacion, el calor y la radiacion UV en una amplia gama de formulaciones
farmacéuticas. Entre las aplicaciones mas recientes de CD, se incluye la
reduccion de compuestos no deseados (como sabor, grasas trans,

alérgenos, toxinas).

Gracias a estas propiedades, las CDs son empleadas en diversas areas
como lo son laindustria alimentaria, agroquimica, ambiental y farmacéutica.
Dentro de esta ultima se emplean en una amplia gama de formulaciones,
tales como: formas orales de dosificacion, emulsiones topicas, y algunas

formulaciones liquidas orales o topicas.



3.1.4.1 Farmacologia

Sabiendo que las ciclodextrinas se caracterizan fundamentalmente por su
alta capacidad para atrapar moléculas hidréfobas en su cavidad interna,
desde su descubrimiento, se han utilizado ampliamente para numerosos
propositos en aplicaciones farmacéuticas (Tabla 1), actuando como
excipientes para solubilizar farmacos y reducir sus efectos adversos, entre
otros. (7)

Tabla 1. Ejemplo de algunas funciones mejoradas en farmacos logradas por la

complejacién de CD.

Funcién mejorada Mecanismo Tipo Farmacos
Talidomida, nimesulida,
Aumento de Aumento de solubilidad tural prednisolona,
biodisponibilidad y estabilidad B. v, natura loteprednol, tacrolimus,
sulfametoxazol.
Aumento de Aumento en la . .
disponibilidad estabilidad solida B Quinapril
Formacién de complejos . Bromazepam,
- de inclusion con sus |buprofer1_c?, naproxeno,
Aumento de solubilidad B o floracién, meteoro

moléculas no polares o

; | nimesuli
grupos funcionales aco, esulida,

omeprazol, tenoxicam

Debido a sus peculiares caracteristicas, las CDs cumplen diferentes roles
dentro del uso farmacolégico a nivel molecular (Figura 4). Por un lado,
enfocandonos en sus caracteristicas externas, funcionan como
transportadores, transportan moléculas hidrofébicas de farmacos en
solucion a membranas celulares lipofilicas para su absorcion y permanecen

en fluidos acuosos. (11)

Por otro lado, enfocandonos en sus caracteristicas internas, también
funcionan como modificadores. Las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas huésped pueden verse alteradas al ser rodeadas por el entorno

hidrofébico de la cavidad de la ciclodextrina.



De esta forma, un farmaco puede aumentar su solubilidad y su velocidad
de disolucidn, presentar una mayor biodisponibilidad, reducir posibles
efectos secundarios, ademas de mejorar su estabilidad (5). Por lo tanto el
compuesto tendra una mayor eficacia terapéutica y seran necesarias dosis

mas bajas.

Complejo disuelto Moléculas disueltas e
precipitado

@ @ -
\ E. [ [ () p

. . — - 00 — W&

|-— 4 Complejo CD-Férmace & ¢ f\ ] ‘4mﬂ' ¢ \ / * Y (X )
J “ \ / S ‘4 {

4 ), Aw——w—y |

Created in BioRender.com bio

Figura 4. Representacion esquematica del proceso de disolucién-disociacién-absorcion
de un compuesto de inclusién farmaco-ciclodextrina. Fuente: Fuente: elaboracion propia

con la aplicacién BioRender. (Adaptacion de Pineda AM. 2017).

La toxicidad de las CDs esta directamente relacionada con la absorcion
sistémica y, en consecuencia, depende de la via de administracion. En la
administracién oral de CD, los estudios demuestran su inocuidad a dosis
altas. (11)

Las CDs nativas estan aprobadas para uso en humanos por agencias

regulatorias importantes, como la Agencia Europea de Medicamentos



(EMA) y la Agencia Federal para las Drogas y los Alimentos de Estados
Unidos (FDA), de donde han obtenido el estatus de Generalmente
Reconocido como Seguro para ingestion oral, o GRAS por sus siglas en

inglés.

En el caso de las a-CD y las y-CD pueden ser ingeridas con restricciones,
y la ingesta de las BCD esta limitado a un maximo de 5mg por kilogramo de

peso al dia.

La seguridad de la ingestion de las CDs por via oral se asocia con su baja
tasa de absorcién que va del 1% para las aCD, 0.5% para las BCD, y 0.02%
para las y-CD. Por otro lado, la administracién parenteral es altamente
restringida, con la EMA prohibiendo el uso de las a-CDs y la B-CDs
directamente en el torrente sanguineo por la toxicidad renal que

representan.

3.1.4.2 Nutricion

La aplicacion de las ciclodextrinas en tecnologia de alimentos es extensa
debido a su capacidad unica para formar complejos con muchas sustancias
bioactivas. (12). Se han utilizado principalmente como portadores de
lipdfilos relacionados con los alimentos como sabores, aromas, colorantes,
grasas, etc. La encapsulacion molecular de estos con CD mejora su
estabilidad tanto en el sentido fisico como quimico, lo que conduce a una

mayor vida util del producto. (13,14)

A la par se han realizado diversas investigaciones las cuales buscan
determinar la afinidad de compuestos que promueven un beneficio a la
salud (antioxidantes, vitaminas y aceites esenciales) con las CDs, esto con
la finalidad de que al ser incorporados los complejos en los alimentos,
puedan soportar las condiciones de humedad, temperatura y oxidacion. De

esta manera al momento de ser ingeridos los complejos, dichos

10



compuestos que aportan un beneficio a la salud se encuentren disponibles

y viables para cumplir su funcion. (1)

3.1.4.2.1 Ciclodextrinas y aceites esenciales

Los aceites esenciales y los polifenoles son algunos de los compuestos de
origen vegetal que presentan actividades antimicrobianas y antioxidantes,
entre otras, permitiendo prolongar la vida util de los alimentos evitando su
oxidacion y protegiéndolos contra el deterioro causado por

microorganismos (bacterias y hongos).

Su composicién quimica les confiere distintas propiedades que los hacen
compuestos insolubles en sistemas acuosos, solubles en disolventes
organicos y aceites fijos, altamente volatiles y susceptibles a la oxidacion,
ademas de que su uso a menudo es reducido debido a su sabor intenso o

desagradable. Todos estos inconvenientes limitan sus aplicaciones. (15,16)

La encapsulacién de aceites esenciales en diferentes sistemas puede
resolver estos problemas. Dichos sistemas involucran emulsiones, perlas,
peliculas bioactivas, capsulas, liposomas, nanoportadores y complejos de

inclusion.

Gracias a diversos estudios se ha comprobado que la encapsulacion en
ciclodextrinas puede aumentar la solubilidad acuosa de los aceites
esenciales hasta 16 veces y reducir sus tasas de fotodegradacion hasta 44

veces, al tiempo que garantiza una liberacion gradual. (16)

Es importante mencionar que uno de los principales sitios de accion de los
aceites esenciales es la membrana bioldgica. Los complejos de inclusion
con ciclodextrina mejoran el acceso de compuestos activos a esta region.
(16)

11



La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales consiste
principalmente en la alteracion de la membrana y la pared celular, al
penetrar faciimente la membrana pueden interferir con las propiedades
funcionales de las células, lo que conduce a la inactivacion y muerte

microbiana. (15)

Su actividad como antioxidante se basa en prevenir o ralentizar el proceso
de oxidacién de lipidos u otros componentes organicos por diferentes vias
como la prevencion del inicio de la cadena de oxidacion y la actividad de

eliminacién de radicales libres. (15)

Locci et al. en el 2004 reportaron que el carvacrol, el timol y el eugenol
(componentes de los aceites esenciales de origen vegetal) se oxidan,
descomponen o evaporan cuando se exponen al aire, la luz o el calor. Si
se preparan como complejos de inclusion B-CD, se estabilizan y reducen
en gran medida la volatilidad, la oxidacion y la descomposicidén por calor.
(17)

Varios estudios de liberacién también revelaron que las ciclodextrinas
reducen la volatilidad, controlan y retrasan la liberacion de aceites
esenciales y sus componentes. La encapsulacion en B-CD mejord la
retencion de citral (mejora de 26 veces) y mentol (mejora de 86 veces) en

pieles de frutas y caramelos duros, respectivamente. (16)

La encapsulacion en hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) mejoré
significativamente la estabilidad de los aceites esenciales de albahaca y

estragon frente a las radiaciones UV. (16)

A pesar de que existe un amplio registro de estudios que avalan lo
mencionado anteriormente, podemos resumir los principales beneficios de
la encapsulacion de aceites esenciales en mejoras sobre las propiedades

fisicoquimicas (solubilidad, retencién de propiedades, estabilidad) y
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mejoras sobre las propiedades biolégicas (actividad antimicrobiana,

actividad antioxidante).

3.1.4.2.2 Ciclodextrinas y vitaminas

Las vitaminas son compuestos organicos heterogéneos que no pueden ser
sintetizados por el organismo, necesarias soOlo en cantidades muy
pequefias (miligramos o microgramos), pero indispensables para la vida y

el crecimiento.

Se encuentran en los alimentos y no proporcionan energia. A pesar de
tener una naturaleza quimica y funciones diferentes, las vitaminas se

clasifican de acuerdo a su solubilidad. (18,19)

Tabla 2. Clasificacion de vitaminas de acuerdo a su solubilidad

Solubilidad Vitaminas
Vitamina A (reitnoles), Vitamina D
Liposolubles (Ergoesteroles), Vitamina E

(Tocoferoles), Vitaminas K (Quinonas)
Tiamina (B1), Riboflavina (B2), Niacina
(B3), Acido pantoténico (B5), Piridoxina
Hidrosolubles (B6), Biotina (B8), Acido félico,
Cobalamina (B12), Acido ascérbico
(Vitamina C)

Una de las grandes desventajas de las vitaminas es que son muy
susceptibles (en particular las hidrosolubles) a ser inactivadas o destruidas
por factores externos como el calor, la luz, el oxigeno del aire, el mismo
proceso de coccién y la alcalinidad. Por lo tanto, entre mas pronto se
consuma un alimento, menor es la probabilidad de perder estos

nutrimentos. (18)
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Aunque, farmacoldégicamente, brindan oportunidades emocionantes para
avances médicos alternativos y complementarios cuando se usan en dosis
especificas, muchas son altamente susceptibles a la degradacion, tienen
poca biodisponibilidad y carecen de la robustez necesaria cuando se

consumen en sus formas de vitaminas puras. (20)

Se han reportado en diversos estudios la mejora significativa de la
biodisponibilidad, solubilidad, penetracion y estabilidad de ciertas vitaminas
gracias a su encapsulacion molecular con CD, asi como su

comercializacion en productos farmacéuticos.

Xiaohu Xu et al (2021) reportaron que, el complejo de inclusién mejoré en
gran medida las propiedades fisicoquimicas de la vitamina A/ésteres de
vitamina A. (21)

Las CD, a y B-CD se utilizan para la formacion de complejos de varias
vitaminas del grupo B (Zielenkiewicz et al., 2008) y alcoholes grasos
(policonasol) (Madhavi y Kagan, 2008). Las vitaminas Q10 y E asi como el
aceite de pescado rico en acidos grasos omega-3 estabilizados por y-CD

son comercializados por Wacker Chemie. (13)

Otras patentes describen productos con fitoesteroles, ésteres de
fitoesteroles, g-orizanol, isoflavonas, vitamina D, vitamina E y vitamina K
estabilizados por y-CD (Hashimoto y Han, 2010), esteroles vegetales,

PUFA, carotenoides y otros antioxidantes encapsulados por CD. (13)

3.1.4.2.3 Ciclodextrinas y antioxidantes

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos
de consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de
especies reactivas sobre las funciones fisiolégicas normales de los

humanos que desencadenan en diversas enfermedades. (22)
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Se utilizan en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros
productos para impedir o retrasar los procesos de oxidacion de diversas
sustancias, asi mismo en la industria farmacéutica aprovechando sus

efectos antiinflamatorios, anticancerigenos y antivirales.

Asociado a la funcién antioxidante se considera el proceso de o6xido-
reduccion, y para poder comprender este proceso con mayor facilidad,
debemos valorar las especies involucradas en él tales como los radicales

libres.

Un radical libre es aquella figura quimica que tiene en su estructura uno o
mas electrones no apareados en su ultimo orbital. Es altamente reactiva y
clave para formar otros radicales libres en cadena. Los radicales libres se
liberan durante el metabolismo humano, y también se producen por

contaminantes ambientales, radiaciones, entre otros.

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al
reaccionar-interactuar mas rapido con los radicales libres de oxigeno y las
especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes
en un determinado microambiente-membrana plasmatica, citoplasma,

nucleo o liquido extracelular. (Figura 5). (23)

Existen dos vias o sistemas fundamentales para proteger al organismo de
los radicales libres; enddgenos y exdgenos (enzimatico y no enzimatico

respectivamente), y su interaccion puede ser intracelular o extracelular.

La via endogena requiere apoyo externo y por ello se recomiendan los
antioxidantes exogenos. Estos actuan como moléculas suicidas, ya que se
oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicidén de ellos debe
ser continua, mediante la ingestion de los nutrientes que los contienen y

que deberian formar parte de la dieta diaria.
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Figura 5. Interaccién entre antioxidantes y radicales libres. Fuente: elaboracién propia

con la aplicacién BioRender. (Adaptacion de Coronado H et al. 2015)

Su papel es relevante ya que juegan un rol preponderante en la prevencion
de afecciones y/o enfermedades relacionadas con el dafio celular

provocado por la formacion de estos radicales libres. (22,24,23)

Su clasificacion puede ser de acuerdo al sitio donde ejercen su accién (23),
de acuerdo a su naturaleza enzimatica o no enzimatica (25), y de acuerdo

a su origen. (Tabla 3)

Gracias a diversos estudios se ha concluido que la formacion de complejos
con CD aumenta la actividad antioxidante de algunos flavonoides utilizados,
debido al aumento de su solubilidad en el ambiente biolégico. La formacion
de complejos ademas de aumentar la solubilidad y estabilizar a este tipo de

compuestos, aumentan significativamente su capacidad antioxidante.
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Tabla 3. Clasificacion de antioxidantes de acuerdo a su origen

Origen Antioxidantes
. Vitamina E, Vitamina C, Betacarotenos
Exdgenos . X
Flavonoides, Licopenos
Endbdgenos enzimaticos Superoéxido dismutasa (SOD), Catalasa

(CAT), Glutation peroxidasa (GPx)

No enzimaticos Glutation, Coenzima Q, Acido Tiotico

Anwer y col. (2014) estudiaron el Diosmina (DIOS), un flavonoide con una
fuerte actividad antioxidante, e indicaron una mayor actividad antioxidante

cuando DIOS se acomplejo con 3-CD en comparacion con DIOS puro.

Hoy col. (2017) realizaron estudios con catequina. El complejo de inclusion
resulté con una actividad antioxidante de 24 mg, mientras que la de la
catequina sola era de 4.7 mg, lo que representa un aumento de

aproximadamente tres veces mayor que la actividad del compuesto puro.

Por otra arte, en un estudio mas reciente Wang y col. (2021) se analizaron
las caracteristicas de union de cuatro tipos de CDs (a-CD, B-CD, ¢c-CD y M-
B-CD) con ocho tipos de flavonoides (DMY, hesperitina, naringenina,

quercetina, luteolina, Morin, Kaempferol y Daidzein).

Una vez formado el complejo de inclusién y con base en las pruebas
realizadas, pudieron observar que los flavonoides con 3-CD y M-3-CD
mejoraron su solubilidad en agua y formaron complejos mas estables
debido a la inclusién de los flavonoides en la cavidad hidrofobica de las CD.
(26)
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3.2 Acido Ferulico

3.2.1 Definicién y estructura quimica

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten
la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos
sustituidos por funciones hidroxilicas. Segun Harbone, los compuestos
fendlicos se pueden agrupar en diferentes clases o grupos dependiendo de
su estructura siendo los mas importantes los acidos fendlicos y los

flavonoides. (27)

El acido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico), es un compuesto que
pertenece al grupo de los acidos fendlicos, derivado del acido cinamico y

considerado como un potente antioxidante natural. (28)

El acido ferulico es un acido organico débil, que contiene dos grupos
ionizables, el carboxilo y el fendlico. (28) La estructura base de la molécula
corresponde al acido cinamico, donde el anillo bencénico esta hidroxilado
en la posicién para- y oxigenado en la posicion meta-, con respecto al

enlace vinilico unido a un grupo carboxilico.

Se presenta en dos formas isoméricas, cis (de color amarillo, liquido
aceitoso) y trans (cristalino), siendo la ultima la mas comun. La
isomerizacion ocurre durante la extraccion ya que es muy sensible a la luz.
(29) (Figura 6)
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Figura 6. Estructura quimica del acido ferulico (a), cis ferdlico (b) y trans ferdlico (c).

Fuente: elaboracion propia con la aplicacion BioRender.

3.2.2 Origen y obtencidén/sintesis

El acido ferulico fue identificado por primera vez en 1886 por Hlasiwetz y
Barth a partir de extractos de la planta Ferula assafoetida. (29) El acido
ferulico es un polifenol dietético que abunda en las paredes celulares de
algunas plantas como las manzanas, naranjas, pifias, y principalmente en
los cereales integrales como el maiz, el trigo, la avena, entre otros. (30) Su

contenido varia de acuerdo con la especie. (29)

Es un compuesto que no es comun encontrarlo en su forma libre, ya que
generalmente se encuentra esterificado con polisacaridos de la pared
celular y con proteinas para proporcionar rigidez estructural y fuerza a los

granos. (31)

Para liberar al AF de la pared celular se utilizan métodos quimicos o
enzimaticos, en los primeros se lleva a cabo una hidrélisis con acidos o
bases concentrados; y en el segundo caso se utiliza a la feruloil esterasa
producida principalmente por hongos, siendo este ultimo método el mas

eficiente. (1)
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3.2.3 Propiedades

El acido ferulico exhibe una amplia gama de actividades biolégicas, pero es

mejor conocido por su actividad antioxidante.

Esta actividad radica en la capacidad para inhibir los efectos oxidativos de
las células humanas cediendo el hidrogeno de su grupo hidroxilo para
neutralizar a los radicales libres, produciéndose asi el radical fenoxilo que
tiene la capacidad de deslocalizar al electron por resonancia confiriéndole

de este modo estabilidad a la molécula. (31,1)

Estudios recientes han demostrado que el acido ferulico tiene diversos
efectos farmacoldgicos, como efectos antidiabéticos y antibacterianos
contra E. coli, Helicobacter pylori y Shigella sannei, efectos
neuroprotectores, especialmente en el contexto de toxicidad de la proteina
B amiloide, un efecto iluminador en la piel y efectos anticancerigenos. (30).
De igual modo, se le ha conferido al acido ferulico actividad antiinflamatoria,

antitrombotica y anticancerigena (1)

El acido ferulico también tiene la capacidad de absorber agua por lo que
contribuye a la estabilidad mecanica de algunos compuestos. Ademas,
forma complejos con polisacaridos que dan paso a una mejor estabilizacion
con la proteina otorgando una mayor afinidad entre los enlaces de

hidrogeno en conjunto con las interacciones hidrofébicas. (31)

También se reportd que no es un compuesto mutagénico y que ademas
mostré actividad antimutagénica del 50% contra 5SNFAA [acido-3-(5-nitro-2-
furil)- acrilicol y azida de sodio. (1). Asi también, posee actividad
despigmentante debido a su poder de inhibiciéon de tirosinas, una enzima

que es la encargada de catalizar el paso de tirosina a melanina. (31)
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3.2.4 Aplicaciones

Gracias a sus distintas propiedades, el acido ferulico se puede utilizar en

distintas areas, como lo son el area de la salud, cosmética y alimenticia.

Area de la salud

Se ha demostrado que el acido ferulico tiene propiedades bioldgicas
importantes para su uso en la prevencion o tratamiento de diversas
enfermedades degenerativas como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus, asi como en tratamientos protectores

del higado, antimicrobianos y antiinflamatorios. (32)

Area de la cosmética

Se aplica como componente activo en lociones y bloqueadores solares
gracias a su fuerte capacidad de absorciéon UV, por lo que es un importante
agente de proteccién de la piel. También se ha sugerido que el acido
ferulico, al tener una estructura quimica parecida a la tirosina, inhibe la
formacion de melanina a través de un mecanismo de inhibicion competitiva

con la tirosina, por lo que se observa un efecto aclararte en la piel.

Area alimenticia
El acido ferulico se ha utilizado como aditivo alimenticio y como
conservador de alimentos, aliviando el estrés oxidativo y mejorando la

capacidad antioxidante de los rumiantes. (33)

El acido ferulico en su forma de éster, es también utilizado como
suplemento alimenticio en atletas y fisicoculturistas, ya que permite
aumentar la masa muscular magra y disminuir el porcentaje de grasa

corporal.
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Sin embargo, una de sus aplicaciones comerciales mas importantes es
como precursor de la vainillina, el saborizante de mayor consumo mundial

y principal constituyente del extracto natural de vainilla.

Area de la alimentacién animal

Se ha reportado que el AF tiene un efecto promotor del crecimiento animal,
ya que posee una estructura quimica analoga a los compuestos [3-
agonistas adrenérgicos, en especifico a la norepinefrina que tienen como
funcidn de incrementar la acrecion de musculo y disminuir la sintesis de

grasa. (29)

4. Justificacién y planteamiento del problema

Las CDs son una clase de oligosacaridos que tienen un importante papel
en la investigacion farmaceéutica y en los mercados globales. La interaccion
huésped-hospedero no-covalente que se da entre las CDs y las moléculas
de ciertos farmacos les proporciona una estabilidad mejorada, mejora su
solubilidad y biodisponibilidad. Mas aun, los complejos de inclusion que
forman las CDs pueden enmascarar el sabor desagradable de ciertas
drogas terapéuticas, inhiben la irritacién y aseguren un amplio rango de
administracion que va desde un perfil controlado/sostenido hasta uno

rapido.

El efecto de solubilizacion de los complejos de inclusién formados por las
CDs constituye una ventaja en el caso de drogas insolubles o con baja
solubilidad en agua, ya que esto también lleva a una mejora en la

biodisponibilidad.

Se ha reportado que la incorporacion de complejos de inclusion
CDs/farmacos pueden ayudar a una disolucidén y liberacién rapida de
moléculas terapéuticas incluyendo el meloxicam, la metaclopramida y el

ciprofloxacino.
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Por otro lado, el acido ferulico, es un tipo de acido fendlico natural, es
abundante en los vegetales, las frutas y los cereales. Estudios recientes
demuestran que el acido ferulico tiene muchas propiedades fisiolégicas
como las antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias,
antimicrobianas y neuroprotectoras. Por lo que, el acido ferulico tiene
potencial de aplicacion en la industria farmacéutica, cosmética vy

alimenticia.

Sin embargo, la baja solubilidad y estabilidad del acido ferulico resulta en
una baja biodistribucion y actividad, lo que limita su aplicacién. Diversos
estudios reportan que la solubilidad, biodistribucion, y la estabilidad del
acido ferulico puede incrementar mediante los complejos de inclusién de
las CDs.

El presente trabajo se disefio para probar un sistema de liberacion rapida
mediante complejos de inclusién CDs/acido ferulico, para su prueba
mediante ensayos de citotoxicidad y analisis morfolégico mediante

microscopia.

5. Hipo6tesis

La solubilidad del acido ferulico en un medio de cultivo in vitro mejora al
combinarlo con ciclodextrinas, y este complejo tiene un efecto bioldgico
sobre las células mesenquimales de pulpa distinto a los efectos separados

de cada compuesto.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar los efectos del complejo de inclusion ciclodextrinas/acido ferulico

en un sistema in vitro.
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6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la citotoxicidad de las ciclodextrinas en células

mesenquimales mediante el ensayo de rezasurina.

2. Evaluar la citotoxicidad del acido ferulico en células mesenquimales

mediante el ensayo de rezasurina.

3. Evaluar la citotoxicidad de las ciclodextrinas/acido ferulico en células

mesenquimales mediante el ensayo de rezasurina.

4. Analizar la morfologia de células mesenquimales estimuladas con
ciclodextrinas/acido ferulico en células mesenquimales mediante

microscopia optica.

7. Metodologia

Ciclodextrinas
Las ciclodextrinas y el acido ferulico fueron producidos y caracterizados por

el Dr. E. Villarreal, para su produccion se conté con el apoyo del proyecto
UNAM-DGAPA-PAPIIT-IN230220.

Cultivo celular

Para el presente estudio se utilizaron las células DT-MSCs derivadas de
tejido pulpar, estas fueron donadas por el Dr. J. Montesinos del Laboratorio
de Células Troncales, Unidad de Investigacion en Oncologia del Hospital

Nacional Centro Médico Siglo XXI del Instituto del Seguro Social.

La linea ha sido previamente aislada y caracterizada (numero de

aprobacion de comité de ética CIE/1110/2017). Las células expresan altos
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niveles de los marcadores de superficie CD105, CD90 y CD73, —tal y como

lo establece la Sociedad Internacional de Terapia Celular-.

Adicionalmente, las DT-MSCs expresan altos niveles del marcador CD13.
Finalmente, las DT-MSCs expresan moderadamente el marcador HLA-
ABC, y son negativas para el HLA-DR; y no expresan marcadores
hematopoyéticos como son el CD34, CD45, ni marcadores endoteliales
como el CD31.

Las células muestran morfologia fibroblastica, la cual se caracteriza por un
citoplasma ahusado, un nucleo central, y prolongaciones de membrana

delgadas, la proporcion nucleo citoplasma es aproximadamente 1:2.

Las DT-MSCs fueron cultivadas en medio Dulbecco’s de baja glucosa, con
10% de suero fetal bovino y 1% de antibidticos (penicilina, y
estreptomicina), y se utilizaron una vez que alcanzaron el 80% de

confluencia, y entre el 3y 5 pase.

Ensayo de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en el Laboratorio de
Bioingenieria de Tejidos de la Facultad de Odontologia, UNAM, y para su
elaboracién se conté con apoyo del proyecto UNAM-DGAPA-PAPIIT-
IN223521.

Brevemente, diferentes concentraciones de ciclodextrinas (5, 2.5 y 1ug/ml),
de acido felurico (10, 5, 1 ug/ml), y su combinacion se incorporaron al medio
de cultivo de las DT-MSCs. Los diferentes grupos se enlistan en la tabla 4,

y se ilustran en la Figura 7.
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Tabla 4. Grupos experimentales del presente estudio

Compuesto Concentracion
5 pg/ml
Ciclodextrinas* 2.5 yg/mi
1 pg/ml
10 pg/ml
Acido Ferulico* 5 upg/ml
1 pg/ml
Grupo 1 (CDs 5ug/ml AF 10ug/ml)
Complejo** Grupo 2 (CDs 2.5ug/ml AF 5ug/ml)
Grupo 3 (CDs 1ug/ml AF 1ug/ml)
Control Medio de cultivo basal

P < 0.005. +; La ciclodextrina y el acido ferulico se agregaron al medio de cultivo
para alcanzar la concentracion deseada. ++; Se hizo un stock combinando la
ciclodextrina y acido ferulico, y se dejo en agitacion durante 24 horas para permitir
que ambos compuestos formen el complejo de inclusion. CDs, ciclodextrinas; AF,

acido ferulico.

Las células se sembraron a una densidad de 3 X 10° células/ml. Para su
conteo se utilizé la tincion de azul de tripano, y con ayuda de una camara
de Neubauer (Figura 8). Una vez cumplidos los tiempos de incubacion, se

afadio sal de rezasurina (0, 24,y 72 h).
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il | . =838 838 =83
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Dulbecco’s baja glucosa . . . o .
10% suero fetal bovino Ciclodextrinas  Acido fertlico pomp!gjo de
1% antibiético |I| 5 upg/ml 10 pg/mi inclusion
G 1 (Cx Spg/ml AF 10, |
2.5 pg/ml 5 pg/ml Crvpo? (Ca s gy AF S
I
ﬁ' T pg/ml 1 pg/ml g‘llpo!(Cng/ml AF 1pg/mi)

37°C
100% himedad
95% CO,

Created in BioRender.com bio

Figura 7. Representacion grafica de los grupos experimentales. Fuente:

elaboracion propia con la aplicaciéon BioRender.
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Las células fueron colocadas nuevamente en la incubadora durante 4
horas, una vez terminada la incubacién se recolecto el medio y se leyo la
absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA. La viabilidad celular se obtuvo
con la formula Viabilidad= Absorbancia experimental entre el promedio de
absorbancia del control, y se multiplico por 100. Los resultados se

presentan en absorbancia y porcentaje de viabilidad (Figura 8).

Sembrado de células
. - o

Ensayo de rezasurina

) o | : H
L = s \/
NADH/H+ [ : | - g
NADH/H+
Created in BioRender.com _bio

Figura 8. Representacion gréfica del ensayo de resazurina. Fuente:

elaboracion propia con la aplicacion BioRender.

La resazurina es una sal azul que se metaboliza en la mitocondria por
oxidacion, entre mas oxidacion existe la sal cambia de color a rosa, y se
puede leer en un espectrofotometro, entre mas cantidad de sal se oxide, se

interpreta como una mayor cantidad de células en el plato de cultivo.

Analisis morfolégico

Las células que se incubaron durante 72 horas con el complejo
ciclodextrina-acido ferulico se tifieron con cristal violeta y se analizaron con
un microscopio 6ptico, su morfologia, tamafio y relaciéon nucleo citoplasma

fue observada y descrita.
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Analisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizé el software PrimaGraph, y se corrieron
pruebas de ANOVA, seguido de una prueba T o Bonferroni para

comparaciéon entre grupos (p< 0.005, y 0.05)

8. Resultados

Efectos del acido ferudlico en Ilas células troncales

mesenquimales derivadas de tejidos dentales

Se observo que las 24h de cultivo habia una diferencia significativa entre el
control (100% de viabilidad) y las células estimuladas con 10 ul/ml de acido
ferulico, donde la viabilidad de las DT-MSCs disminuye hasta un 74.42%
(p<0.05), comparado con las concentraciones de 1 y 5 ul/ml, donde se
mostré una viabilidad de 95.38 y 100% respectivamente, pero sin

diferencias significativas con respecto al control.

Lo anterior revela wuna toxicidad inicial del compuesto en las
concentraciones mas altas. Mientras que a las 48h, las tres
concentraciones mostraron una disminucion en la viabilidad. Solamente la
concentracion de 1ul/ml no presentd una diferencia estadisticamente

significativa con respecto al control (p<0.05).

La concentracion de 5ul/ml tuvo una disminucion de 24.09% de la
viabilidad, mientras que la de 10ul/ml presentd una disminucion al 78.57%
con respecto al control, teniendo una diferencia estadisticamente

significativa Figura 9.
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Figura 9. Ensayo de rezasurina en células DT-MSCs estimuladas con acido fertlico a
diferentes dias de cultivo. *p>0.05. Las concentraciones se utilizaron como migrogramos

por mililitro en medio de cultivo. Fuente: elaboracion propia.

Efecto de Ilas ciclodextrinas en las células troncales

mesenquimales derivadas de tejidos dentales

Las células DT-MSCs estimuladas con CDs mostraron una disminucion en
la viabilidad con todas las concentraciones utilizadas a las 24 horas de
cultivo, y el resultado fue dependiente de la concentraciéon, donde la
concentracion de 5 ul/ml presentd una viabilidad del 82.94%, seguida de la
viabilidad de 87.50% (p>0.05) para la concentracion de 2.5 ul/ml, y de

88.33% para la concentracion de 1ul/ml.

Alas 48 horas, las células DT-MSCs estimuladas con CDs presentaron una

leve diferencia de viabilidad con respecto al control, de 10.41% para 1ul/ml,
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3.4% para la concentracion de 2.5ul/ml, y de 12.11% para 5ul/ml, sin

diferencias estadisticamente significativas con respecto al control.

A las 72 horas se observd un incremento de la viabilidad en todas las

concentraciones utilizadas, y este fue dependiente de la concentracion un

incremento del 51.6% por encima del control para la concentracion de

5ul/ml, de 32.67% para la de 2.5ul/ml, y de 36.24% para la concentracion

de 1ul/ml, pero sin diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados de los efectos de las ciclodextrinas sobre la viabilidad de las

células troncales mesenquimales derivadas de tejidos dentales se ilustran

en la figura 10.
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Efecto de las ciclodextrinas/acido feulico en las células troncales

mesenquimales derivadas de tejidos dentales

Por ultimo, el complejo de inclusién CDs/acido ferulico mostré que a las 24
horas el complejo incrementa la viabilidad de las DT-MSCs, y el resultado
fue dependiente de la concentracion del complejo, con un incremento del
13.74% para el grupo 1, 16.16% para el grupo 2 y 4.22% para el grupo 3
(grupos enlistados en la tabla 2). Con diferencias estadisticamente

significativas para el grupo 1 (p>0.05) y dos (p>0.005) (Figura 11).
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Figura 11. Ensayo de rezasurina en células DT-MSCs estimuladas con complejo de
inclusién a base de ciclodextrinas a diferentes dias de cultivo. *p>0.05, **p>0.005. Las
concentraciones se utilizaron como migrogramos por mililitro en medio de cultivo. Fuente:

elaboracion propia.
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Un incremento similar fue observado a las 48 horas, con diferencias
significativas para los todos los grupos estudiados. Los valores de viabilidad
encontrados fueron de 100% (control), un incremento del 13.30% para el
grupo 1 (p>0.05), 16.10% para el grupo 2(p>0.005), y 14.77% para el grupo
3 (p>0.05). A las 72 horas, se observo una viabilidad similar y sin
diferencias estadisticamente entre los grupos experimentales y el control
(Figura 11).

Efecto de las ciclodextrinas, el acido ferulico y el complejo de
inclusién sobre la morfologia de las DT-MSCs en las células

troncales mesenquimales derivadas de tejidos dentales

Las DT-MSCs tienen en morfologia fibroblastica, con una proporcioén nucleo
citoplasma dos a uno, de forma alargada, ahusada, con largas
prolongaciones citoplasmaticas, misma que conservan después de 72 h de

cultivo. (Figura 11)

La adicion de ciclodextrinas en el medio muestra células con morfologia
ahusada similar al control después de 72h de cultivo, con contactos célula-
célula cercanos. En el caso del acido ferulico, las DT-MSCs despliegan
morfologia ahusada, con un citoplasma escaso, y contactos célula-célula

espaciados.

En el caso del complejo de inclusién, las DT-MSCs mostraron una
morfologia pequefia, casi cuboidal, con un crecimiento en forma de
aglomerados celulares, en pequefas islas con contactos estrechos y de

forma redonda (Figura 12)
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9. Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo explorar los efectos del complejo de
inclusién de CDs/acido ferulico, en comparacién con los efectos separados
de ambos compuestos. Estos compuestos fueron probados con un modelo
de células troncales mesenquimales de origen dental (DT-MSCs)

basandose en los datos de viabilidad.

La figura 13 ilustra el complejo de inclusion entre el acido ferulico y la CDs

que se trabajo en el presente estudio.
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Figura 13. Complejo de inclusién entre el acido ferdlico y las ciclodextrinas utilizadas en

el presente trabajo.

Los resultados demuestran que el acido ferulico causa dafio citotdxico a las
células DT-MSCs, siendo este dano mas evidente a las 72 horas de cultivo

a una concentracion de 10ul/ml, con una disminucion del 78%.

En general se considera que la disminucién de la viabilidad por debajo del

80% debe considerarse como un compuesto citotéxico.

Se ha propuesto que el acido ferulico causa estrés oxidativo en diferentes
tipos celulares, tales como células los hepatocitos y los cardiomiocitos, y

en consecuencia incrementa la apoptosis en las células.

Sin embargo, en el presente trabajo, la baja solubilidad del acido ferulico
también ocasiond una acidificacion en el medio de cultivo, la cual se reveld
por el cambio de color en el rojo fenol contenido en el mismo (datos no

mostrados), lo que pudo influir en la citotoxidad del compuesto.
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El acido ferulico se considera un antioxidante natural, y en los ultimos afos
ha existido un creciente interés para desarrollar una aplicacion efectiva de
dichos compuestos, para ello se han buscado diferentes modelos que
permitan estudiar este compuesto, incluyendo modelos con hepatocitos,

cardiomicitos, células endoteliales, y células de cancer.

Dentro de nuestro conocimiento, este es el primer estudio en analizar el

compuesto en un modelo de células troncales de origen dental.

Por otro lado, los resultados del presente estudio demostraron que las
ciclodextrinas tienen un efecto benéfico sobre la viabilidad de las DT-MSCs.
Profundizando en lo anterior, la revisidon de la literatura que se realiz6 para
el presente estudio reveld que los sistemas de liberacion de farmacos
desarrollados mediante complejos de inclusibn de ciclodextrinas
representan una plataforma para controlar las propiedades fisicoquimicas

de diferentes tipos de farmacos.

Otro aspecto importante en el uso de estos complejos es que permiten
modular la liberacién de farmacos, ya que contribuyen a una liberaciéon

sostenida de los mismos.

Sobre esta misma idea, los resultados del presente estudio muestran que
el complejo de inclusion tiene un efecto moderado sobre la viabilidad de las
DT-MSCs, el cual se estabiliza a las 72 horas, con un impacto en la
morfologia, disminuyendo su tamafo y ocasionando que se aglomeren en

forma de pequenfas islas.
Lo anterior sugiere que el complejo de inclusién mejora la biocompatibilidad

del acido ferulico, y disminuye la toxicidad de este; incluso a bajas

concentraciones.
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10. Conclusiones

El presente trabajo proporciona bases teoricas para el uso de células
troncales de origen dental como un modelo para estudiar la entrega de
farmacos. El complejo de inclusién del acido ferulico con las ciclodextrinas
mejora la solubilidad de este, disminuyendo su toxicidad. Sin embargo, los
efectos del complejo de la inclusidn se observan en el cambio de morfologia
de las DT-MSCs. Lo anterior sugiere que este complejo pudiera estar
afectado la diferenciacion en esta linea, a un linaje mas especializado. Sin
embargo, es necesario mas estudios para verificar la toxicidad del acido
ferulico en estas células, y los efectos estabilizadores del complejo de

inclusion en las mismas.
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