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Introduccion

La digestion es un proceso indispensable para la vida donde los alimentos son sometidos a diferentes
condiciones a lo largo del tracto gastrointestinal, con el objetivo de absorber los nutrientes de los
alimentos (Bornhorst & Singh, 2014).

El estudio de la digestion es un proceso complejo cuando se realizan en pacientes, siendo un proceso
largo e incobmodo para aquellos que son sometidos a estos estudios y costosos por quienes realizan
los estudios. Por tales motivos surgen herramientas alternas como los modelos in vitro cuyo objetivo
es imitar la digestion fisiol6gica humana (F. Kong & Singh, 2008; Verhoeckx et al., 2015).

En este trabajo se presentan las actualizaciones que se realizaron al simulador gastrico in vitro
desarrollado en la maestria (Donis Rabanales, 2018), asi como los protocolos de digestibilidad
empleados en el modelo con el objetivo de analizar la digestion mecénica y quimica de los alimentos.
También se presentan el disefio de un simulador in vitro intestinal y las pruebas de concepto
empleadas para imitar la actividad contractil del intestino delgado vy el transporte intestinal.

El trabajo se desarrolla en siete capitulos, en el primer capitulo se presenta un estudio acerca de la
digestion fisiol6gica humana, asi como la anatomia y fisiologia del tracto gastrointestinal; en el
segundo capitulo se hace un estudio sobre los modelos in vitro reportados en la literatura y los
resultados que han conseguido. En el tercer capitulo se aborda la problemética que se presentan en
los modelos in vitro (tanto gastricos como intestinales), y se plantea la hipétesis, el objetivo general
y los alcances del trabajo. En el cuarto capitulo se presentan los pasos empleados para realizar las
actualizaciones del modelo géstrico, los protocolos de digestibilidad y los alimentos establecidos para
analizar la desintegracién mecéanica y quimica del simulador; también se presenta la propuesta de
disefio del modelo intestinal y los pasos para su fabricacion. En el quinto capitulo se presentan los
resultados obtenidos del simulador gastrico a partir de los protocolos de digestibilidad empleados y
se realiza una discusion de acuerdo con los resultados obtenidos con respecto a los simuladores
reportados en la literatura; también se presentan los resultados de las pruebas de concepto del modelo
intestinal.

En el capitulo seis se presentan las conclusiones obtenidas de acuerdo con el rendimiento del modelo
gastrico y del modelo intestinal; mientras que en el capitulo siete se abordan los puntos de las
adaptaciones en los simuladores a realizarse en trabajos futuros. Por Ultimo, se presentan los
productos académicos obtenidos durante la realizacion del trabajo.



Capitulo I. Antecedentes

I.I. Proceso de digestion.

La digestion de los alimentos es crucial para mantener la vida, siendo un paso esencial en la
absorcion de energia y nutrientes de los alimentos. Aungue se ha estudiado durante mas de 300 afios,
los principios basicos no se comprenden del todo. La motilidad antral esta bien caracterizada y la
investigacion actual busca determinar los patrones de flujo generados por las contracciones
peristalticas del estbmago (Bornhorst & Singh, 2014).

La digestion humana oral es un proceso complejo esencial para la salud en el que los alimentos
ingeridos se descomponen en nutrientes que el cuerpo puede utilizar para el crecimiento, el
mantenimiento de las células y el combustible. Durante la digestion humana ocurren simultdneamente
dos procesos principales: (i) transformaciones mecanicas que reducen el tamafio de las particulas del
alimento; y (ii) transformaciones enzimaticas donde las macromoléculas se hidrolizan en
constituyentes mas pequefios que se absorben en el torrente sanguineo (Guerra et al., 2012).

La digestion de los alimentos comienza con la masticacion en la boca. El paso oral es rapido, pero
juega un papel importante en la digestion. La boca secreta saliva que contiene moco y la enzima
amilasa (Guerra et al., 2012; F. Kong & Singh, 2008). La masticacion reduce el tamafio de las
particulas e hidrata y lubrica los alimentos mezclandolos con la saliva. La masticacion también reduce
la viscosidad de los alimentos con almidén por la accion rapida de la amilasa salival. El bolo
alimenticio se forma y transporta a través del es6fago hasta el estbmago mediante el mecanismo de
peristalsis (F. Kong & Singh, 2008). Los movimientos peristalticos son contracciones musculares
sinusoidales que se utilizan para mezclar y transportar alimentos a lo largo del tracto gastrointestinal
(Bornhorst & Singh, 2014).

En el estdbmago se lleva a cabo la descomposicion tanto fisica como quimica de los alimentos; por
medio del mecanismo de peristalsis se realiza la desintegracion fisica del bolo alimenticio debido a
la contraccion ejercida por las paredes gastricas, asi como para transportar el bolo a la parte baja del
estdbmago para su paso hacia el intestino delgado. La mezcla del bolo alimenticio con las secreciones
gastricas se denomina quimo, el acido gastrico ablanda la textura de las particulas de los alimentos, y
las enzimas digestivas (pepsina, lipasa) comienzan la hidrdlisis de los nutrientes para que puedan ser
absorbidos una vez que el alimento llega al intestino delgado (Bornhorst & Singh, 2014).

Las etapas finales de la digestion y la mayor parte de la absorcidn de nutrientes ocurren en el
intestino delgado (F. Kong & Singh, 2008). El intestino delgado estd compuesto de tres partes:
duodeno, yeyuno e ileon, el duodeno secreta bicarbonato que neutraliza el acido gastrico
proporcionando un pH apropiado que se produzca la digestion enzimatica, recibiendo secreciones de
bilis y enzimas del higado y el pancreas, respectivamente, el yeyuno se extiende desde la parte final
del duodeno hasta el ileon, en esta parte del intestino se lleva a cabo la mayor parte de absorcion de
nutrientes, en la parte final se tiene el ileon siendo el Unico lugar donde se puede absorber la vitamina
B12 vy las sales biliares (Bornhorst & Singh, 2014).

El intestino grueso se extiende desde la unidn ileocecal hasta el canal anal, en esta parte se
encuentra una gran cantidad de microrganismos los cuales fermentaran las particulas de comida que



no fueron completamente digeridas, en esta parte sélo &cidos grasos y agua son absorbidos (Bornhorst
& Singh, 2014), al final los productos de desecho son impulsados hacia el colon para su excrecion
(F. Kong & Singh, 2008).
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Intestino
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Figura 1. Esquema del tracto gastrointestinal (Bornhorst & Singh, 2014).

I.1l. Anatomia y fisiologia del tracto gastrointestinal
El tracto gastrointestinal (Figura 1) comienza en la boca, pasa por el es6fago, el estomago, el

intestino delgado, intestino grueso; y termina en el ano, el cual tiene una longitud total entre 8-9 m
(Bornhorst & Singh, 2014).

El esdfago tiene el objetivo de completar la deglucion de los alimentos procesados en la boca
(Reed & Wickham, 2009), mide aproximadamente 10 pulgadas (25 cm) de largo y atraviesa el
diafragma para conectar la faringe con el extremo superior del estbmago.

El estbmago se comunica en su parte superior con el eséfago a través del cardias y en su parte
inferior con el duodeno a través del piloro. El estdbmago tiene una forma que se asemeja a una “J” y
se divide en 4 regiones principales: Fondo, Cuerpo, Antro y Piloro (Figura 2a). Funcionalmente, el
estdmago se separa en dos regiones: el estdmago proximal, compuesto por el cardias, fondo y cuerpo;
y el estdbmago distal, comprendido por el antro y el piloro. El estmago proximal actia como un
deposito para el alimento, donde la comida ingerida permanecerd antes de que se mueva hacia el
estomago distal (Kelly, 1980; F. Kong & Singh, 2008). En el estdbmago distal se lleva a cabo la
descomposicién mecanica y quimica de los alimentos (Figura 2b). La descomposicion mecanica de
los alimentos se lleva a cabo por medio de las ondas de contraccion peristalticas ejercidas por las
paredes del estomago, las ondas actian también para la mezcla del bolo alimenticio con los jugos
gastricos generando una suspension multifasica denominada quimo (Figura 3b), la cual es impulsada
por las ondas de contraccion hacia la parte baja del estomago donde se encuentra el esfinter pilérico



generando una fase de propulsion (Figura 3a). El esfinter permanece parcialmente cerrado hasta que
la presion sube alrededor de 22 mmHg, momento en el que se abre, permitiendo el transito de liquidos
y particulas de tamafo inferior a3 mm hacia el duodeno (Guerra et al., 2012; F. Kong & Singh, 2008).

a)
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Duodeno

Figura 2. Anatomia del estomago.

Posteriormente, la contraccion peristaltica produce el flujo de retropulsion que genera el cierre del
esfinter pildrico por la caida de presién; en esta fase, una parte del quimo se regresa hacia el cuerpo
del estomago (Figura 3c). Este flujo de retropulsion estimula la desintegracidn fisica de particulas
grandes mediante la accion de trituracion entre las paredes del estdmago y las particulas de alimentos.
La frecuencia de contraccién durante la etapa de ingestién de alimentos es de unos tres ciclos/min
(Talukder & Fassihi, 2004; Urbain et al., 1990), con una amplitud de contraccion maxima de
alrededor de 25 mmHg para la fase de propulsion y de unos 14 mmHg para la fase de retropulsion
(Bellmann, Lelieveld, Gorissen, Minekus, & Havenaar, 2016; Urbain et al., 1990).

b) )

Figura 3. Propulsién, mezclado y retropulsion de solidos mediante contracciones peristalticas (Kelly, 1980).

La motilidad gastrica es llevada a cabo por el mecanismo de peristalsis y la actividad contractil se
encuentra influenciada por el estado del individuo, que podra ser estado de ayuno (sin ingesta de
alimentos) o estado alimentado (después de ingerir alimentos). La motilidad gastrica en el estado de



ayuno (sin digerir alimentos) esta asociada por el complejo mioeléctrico migratorio (CMM), que
consta de cuatro fases de actividad contractil; la fase 1 se caracteriza por un periodo sin contracciones
en un lapso entre 30-60 minutos, las contracciones intermitentes comienzan en la fase 2, que
incrementan gradualmente la intensidad con una duracion de 20-40 minutos, la fase 3 se caracteriza
por ser un periodo con contracciones intensas conocidas como "house-keeper wave" por parte del
estomago proximal y distal la cual empuja el contenido gastrico remanente hacia al intestino delgado
en un periodo de 10-20 minutos. La fase 4 es un periodo de transicion entre las fases 1 y 2 con una
corta duracién de 5 minutos aproximadamente (F. Kong & Singh, 2008; Talukder & Fassihi, 2004).
En el estado alimentado, el CMM es reemplazado por contracciones regulares con una frecuencia de
tres contracciones por minuto para realizar la funcion de degradacion mecanica y quimica del
alimento, con una amplitud de presién entre 20 — 30 mmHg de acuerdo a los estudios realizados
empleando una capsula inaldmbrica SmartMartpill® (F. Kong & Singh, 2008; Magbool, Parkman, &
Friedenberg, 2009; Saad & Hasler, 2011; Figura 4). Los valores promedio de pH registrados antes de
laingestion de alimentos, es decir en el estado de ayuno se encuentra en un rango entre 1.3-2.5 (Guerra
et al., 2012), poco después de la ingestion de una comida, se ha demostrado que el pH aumenta a
aproximadamente 6,0-7,0 y disminuye de nuevo a niveles promedio de pH registrados antes de la
ingestion de alimentos (Mudie, Amidon, & Amidon, 2010; Talukder & Fassihi, 2004). El estomago
termina en el esfinter pilérico, que actia como un tamiz para el vaciado selectivo de particulas
pequefias contenidas en el quimo para su paso al duodeno (intestino delgado), mientras que las mas
grandes se mantienen en el estbmago, para degradarse ain méas, mediante el proceso de retropulsion
(Guerra et al., 2012). El quimo gradualmente es vaciado del estémago y se transporta al intestino
delgado (Verhoeckx et al., 2015).

1200 1424 16:48 19:12 2136 24:00 26:24

Tiempo (horas:minutos)

Figura 4. Gréafico de motilidad que muestra los datos de presion, temperatura, pH y tiempo de transito
gastrointestinal empleando una capsula de motilidad inalambrica, imagen adaptada de (Saad & Hasler, 2011).

Como se menciono anteriormente, el intestino delgado consta de tres partes: el duodeno, el yeyuno
y el ileon (F. Kong & Singh, 2008; Seeley, Stephens, & Tate, 2004; Washington, Washington, &



Wilson, 2000), y cuenta con un didmetro aproximado de 25 mm (1 pulgada). Todo el intestino delgado
mide aproximadamente 6 m de largo (rango: 4.6-9 m). El duodeno mide aproximadamente 25 cm de
largo (el término duodeno significa 12, lo que sugiere que mide aproximadamente 12 pulgadas de
largo). El yeyuno, que constituye aproximadamente dos quintas partes de la longitud total del intestino
delgado, mide aproximadamente 2,5 m de largo; y el ileon, que constituye las tres quintas partes del
intestino delgado, tiene aproximadamente 3,5 m de longitud (Figura 5). Dos glandulas adjuntas
principales, el higado y el pancreas, estan asociadas con el duodeno (Seeley et al., 2004).

Duodeno

Yeyuno

ileon

Intestino
Grueso

Recto

Figura 5. Intestino delgado. Las tres regiones del intestino delgado son el duodeno, el yeyuno y el ileon.

El higado secreta bilis, la cual es una mezcla variable y compleja de agua y solutos organicos e
inorganicos, que contiene iones de bicarbonato, colesterol, fosfolipidos, pigmentos biliares, varios
desechos organicos, asi como, lo mas importante, un grupo de sustancias denominadas
colectivamente sales biliares que no contienen enzimas digestivas, pero desempefia un papel relevante
en la digestion porque neutraliza el quimo, ya que el pH del quimo cuando sale del estbmago es
demasiado bajo para la funcién normal de las enzimas pancreaticas (Seeley et al., 2004; Tortora,
Derrickson, Tzal, de los Angeles Gutiérrez, & Klajn, 2002; Washington et al., 2000). Ademés,
permite realizar la emulsién del contenido de grasa de los alimentos, produciendo pequefias gotas de
grasa en suspension acuosa y ayudando en la absorcién de &cidos grasos, monoglicéridos, colesterol
y otros lipidos del tracto intestinal formando grupos submicroénicos de grasa y surfactante llamados
micelas mixtas.

Las enzimas del jugo pancreatico son importantes para la digestion de todas las clases principales
de alimentos y se encuentra regulada principalmente por la cantidad de grasa y proteina que entran al
duodeno. Sin las enzimas producidas por el pancreas, los lipidos, las proteinas y los carbohidratos no
se podrian digerir adecuadamente (Vander, James, & Luciano, 2001).

La seccion duodenal neutraliza el quimo proveniente del estémago mediante bicarbonato de sodio
y jugos digestivos del pancreas para proporcionar las condiciones dptimas para realizar la digestion
enzimatica y desintegrar carbohidratos, proteinas y grasas en moléculas pequefias (Bornhorst &
Singh, 2014; DeSesso & Jacobson, 2001; Verhoeckx et al., 2015). Los nutrientes contindan con la
actividad enzimética y son absorbidos a lo largo del tramo de yeyuno e ileon, asi como las sales
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biliares y la vitamina B12, que son reabsorbidos (Bornhorst & Singh, 2014; Wang, Mohammadi,
Mahboubi, & Taherzadeh, 2021).

Los principales mecanismos de absorcion para realizar el transporte intestinal son: la difusion
pasiva, difusion facilitada, transporte activo, pinocitosis (especialmente en neonatos) y arrastre por
solvente o conveccidn (conforme el agua se mueve a través de los poros de la membrana en respuesta
a un gradiente osmético, donde también pequefios solutos pasan a través de la membrana) (DeSesso
& Jacobson, 2001).

El movimiento de las paredes intestinales debe generar diferentes funciones a través del
movimiento de los contenidos intestinales. En primera instancia debe promover la mezcla para poner
las moléculas de los alimentos en contacto con las enzimas secretadas permitiendo que las secreciones
enzimaticas accedan a sustratos tanto so6lidos como solubles y en segunda instancia debe generar flujo
para mover los contenidos de forma secuencial a través del intestino delgado (Lentle & de Loubens,
2015).

La contraccion de la capa muscular intestinal se coordina para lograr dos objetivos: mezclar y
movilizar los contenidos dentro de un segmento intestinal, esto se logra cuando la actividad de
contraccién muscular no se coordina y el intestino se divide transitoriamente en segmentos
(Kierszenbaum & Tres, 2016), los cuales inducen poco flujo neto, pero ayudan a promover la mezcla
del quimo para poner las moléculas de los alimentos en contacto con las enzimas secretadas
permitiendo que las secreciones enzimaticas accedan a sustratos tanto sélidos como solubles y
permite que las particulas de alimento estén en contacto con la mucosa para su absorcion posterior y
gue a su vez modifica los gradientes de concentracién de cualquier sustancia en el quimo que se esta
absorbiendo (Lentle & de Loubens, 2015; Tortora et al., 2002), este proceso se conoce como
segmentacion

La motilidad en el intestino delgado al igual que en el estmago, depende sobre las condiciones
del individuo, en particular si hay ingesta de alimento (estado alimentado) o sin ingesta de alimento
(estado de ayuno); cuando hay ingesta de alimento las contracciones de segmentacion se presentan
de manera uniforme separadas por periodos de 5 segundos, pero la frecuencia no es la misma a través
del intestino delgado (Johnson, 2013). Inicialmente, un segmento del intestino, de menos de 2 cm de
longitud, se contrae mientras que los segmentos adyacentes estan relajados; el procedimiento luego
se invierte, a medida que el segmento contraido se relaja y viceversa (Figura 6), la segmentacion es
mas rapida en el duodeno, alrededor de 12 contracciones por minuto (Figura 7) y disminuye
progresivamente alrededor de 8 contracciones por minuto en el ileon (Tortora et al., 2002), y se
pueden presentar amplitudes de presion variables (hasta 75 cmHO, que equivale aproximadamente
a 55 mmHg; Figura 7; Connell, 1961).



Figura 6. Contraccion muscular intestinal (movimientos de segmentacion).
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Figura 7. Perfil de presion en el duodeno obtenidos mediante manometria (Connell, 1961).

El transito intestinal se lleva mediante la contraccion de las paredes intestinales generando un
movimiento peristaltico mediante la cual se lleva a cabo la propulsion del quimo en direccion aboral
(Figura 8) para que éste llegue al intestino grueso, llegando a establecer una velocidad de flujo
promedio de 10 ml/min; y ocasionalmente tan rapido como 20 mL/min.
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Figura 8. Movimiento peristaltico intestinal.



Capitulo I1. Estado del arte

La digestion es un proceso complejo esencial para la salud que involucra diversos procesos
mecénicos para la desintegracion de comida solida en particulas mas pequefias y procesos quimicos
enfocados en absorcion de nutrientes y la expulsion de las heces fecales. El sistema digestivo es un
punto de estudio fundamental para numerosas preguntas planteadas por investigadores e industriales
en diversos campos, como nutricion, toxicologia, farmacologia y microbiologia (Guerra et al., 2012).

Existen diferentes métodos para la exploracion y estudio del tracto intestinal, enfocados
principalmente en la deteccion de parametros y anomalias en zonas determinadas. Estas técnicas de
estudio denominados métodos in vivo (derivado del latin que significa “dentro de lo vivo”, es decir
"que ocurre o tiene lugar dentro de un organismo”) se llevan a cabo en pacientes los cuales son
alimentados para proceder a su analisis y estudio posterior; estas técnicas pueden ser de caracter
invasivo o no invasivo.

Los modelos in vitro surgen como una alternativa con respecto a la experimentacion in vivo para
imitar cercanamente los procesos fisiol6gicos que ocurren durante la digestion humana con el objetivo
de reducir costos y tiempo ademas de que no hay limitaciones éticas con respeto a la experimentacion
in vivo (Guerra et al., 2012; F. Kong & Singh, 2008). Existen dos tipos de modelos in vitro: los
modelos estaticos y los modelos dindamicos.

I1.I. Modelos estaticos

Los modelos estaticos son los sistemas digestivos mas comunes y sencillos, en donde una mayoria
de modelos reportados en la literatura empleados para simular la digestion del tracto gastrointestinal
son de este tipo y consisten en colocar los alimentos en una serie de reactores donde se recrea el
ambiente fisicoquimico y enzimatico del compartimento gastrointestinal. Este tipo de sistemas
también son conocidos como biorreactores; en donde la configuracion habitual se conforma por un
contenedor, generalmente un vaso de precipitado, un medio de disolucion, la prueba de estudio y un
agitador.

Estos modelos s6lo incluyen un nimero limitado de procesos fisiologicos de la digestion y no
imitan el procesamiento fisico como los esfuerzos de corte, el mezclado, la peristalsis o cambios en
las condiciones a lo largo del tiempo (Dupont et al., 2019; Guerra et al., 2012; Verhoeckx et al., 2015);
por otra parte se pueden encontrar modelos semidindmicos reportados en la literatura, los cuales
tienen la misma configuracion que los modelos estaticos pero incluyen acidificacion gradual para
imitar las curvas de pH, asi como el vaciado gastrico o intestinal (A.-1. Mulet-Cabero et al., 2020).

Los modelos estaticos pretenden simular las condiciones luminales del estdmago y del intestino
delgado proximal. Basados en datos in vivo, estos sistemas son controlados por computadora y
reproducen la temperatura, los cambios de pH en los compartimentos gastricos y duodenales, el
vaciado gastrico, la adicion de pepsina, el jugo pancreatico y (0) la bilis y en algunos casos la dialisis
de los productos finales de digestion. Estos sistemas han sido en su mayoria estandarizados y
validados para aplicaciones especificas. La Red INFOGEST propone un protocolo estandar general
para la digestion géstrica e intestinal estatica y semidindmica basado en condiciones fisioldgicas
(Minekus et al., 2014; A. I. Mulet-Cabero, Rigby, Brodkorb, & Mackie, 2017), como la composicion
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y preparacion de fluido salival simulado (SSF), fluido géastrico simulado (SGF) o fluido intestinal
simulado (SIF); asi como concentraciones de electrolitos y enzimas para cada uno, tiempo de
simulacién, que es de 2h, relacion de mezcla de la comida con los fluidos simulados y valor de pH
para cada etapa (Minekus et al., 2014).

Por otra parte, la farmacopea de los Estados Unidos (USP) proporciona un sistema de un entorno
estatico y cerrado (Figura 9), siendo ampliamente utilizado para evaluar la desintegracion y
disolucion de farmacos a través de un medio de disolucion para reproducir las condiciones digestivas,
tanto gastrica (liquido gastrico simulado) como intestinal (liquido intestinal simulado). Sin embargo,
estos métodos no imitan de manera fisiologica el mezclado, las fuerzas mecénicas y los movimientos
peristalticos (Kong & Singh, 2008).

— 1 Medio de disolucion

(RS 1 R —

1 Agitador

N
0 Prueba

Figura 9. Aparato de la farmacopea de los estados unidos USP (F. Kong & Singh, 2008).

Los protocolos para la digestion estatica desarrollados por el grupo BARGE vy los procedimientos
de la Farmacopea de los Estados Unidos fueron hitos importantes en la evolucion de los métodos
estandarizados de digestion in vitro (Brodkorb et al., 2019); pero debido a la variabilidad de los
parametros, el objetivo final y las estructuras de los alimentos, no se lograban los aspectos adecuados
para simular la digestion de alimentos. Con estos puntos en contra, el objetivo fundamental se
centraba en una armonizacion y unificacion de un protocolo (Figura 10), para establecer las
condiciones de simular la digestion, el cual fue desarrollado por la Red INFOGEST mediante un
protocolo estandar para la digestion gastrica e intestinal estatica y semidinamica en base a condiciones
fisioldgicas, donde los parametros experimentales fueron justificados y discutidos en gran detalle en
relacion con los datos fisioldgicos in vivo disponibles (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014;
A.-l. Mulet-Cabero et al., 2020). Este protocolo se puede dividir en tres fases: preparacion,
procedimiento de digestion y tratamiento de la muestra con su posterior analisis.

La fase de preparacion se centra en realizar la preparacion de las enzimas digestivas a utilizar, este
primer paso de preparacion es de suma importancia para realizar correctamente la actividad
enzimatica, en caso contrario se produciran indices incorrectos de digestion de los componentes (p.
ej., proteinas), lo que podria cambiar la digestion general del alimento (Brodkorb et al., 2019).

Estas enzimas digestivas se centran en la preparacion del liquido salival simulado (SSF, por sus
siglas en ingles), el liquido gastrico simulado (SGF, por sus siglas en ingles) y el liquido intestinal
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simulado (SIF, por sus siglas en inglés), las cuales estan formados por las correspondientes soluciones
(Tabla 1), enzimas, CaCl2 y agua. Las soluciones madre de electrolitos tienen una concentracion de
1.25, es decir, 4 partes de solucion madre de electrolitos + 1 parte de agua dan la composicion idnica
correcta en la preparacion.

Tabla 1. Los fluidos de digestion simulados son estipulados para completar un volumen de 400mL con agua a partir
de la concentracion de la solucién madre (1.25 x concentracion) (Minekus et al., 2014).

SSF SGF SIF
pH7 pH3 pH7
. Vol tomado dela Vol tomado de la Vol tomado dela
nc. en SSF Conc. en SFG Conc. en STF
Constituyente  Conc. Sol. Madre Sol madre Sol. madre Sol. madre
gLt mol L™ mL mmol L™ mL mmol L™ mL mmol L™
KCl 373 0.5 15.1 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8
KH,PO, 68 0.5 3.7 37 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCO; 84 1 6.8 13.6 12.5 25 42.5 85
NaCl 117 2 - - 11.8 47.2 9.6 384
MgClz(HZO]E 30.5 0.15 0.5 0.15 0.4 0.1 11 0.33
(N'I-LJZCO;; 48 0.5 0.06 0.06 0.5 0.5 - -
Para ajustar el pH
mol L™* mL mmol L™ mlL mmol L™* mL mmol L™*
NaOH 1 - - - - - -
HCl 6 0.09 11 1.3 15.6 0.7 84
CaCly(H,0); no se afiade a los fluidos de digestion simulados
gLt mol L™ mmol L™ mmol L™ mmol L™
CaCl,y(H0), 44.1 0.3 1.5 (0.75%) 0.15 (0.075%) 0.6 (0.3*)

La digestion implica la exposicion del alimento a tres fases digestivas sucesivas: oral, gastrica e
intestinal. Para los métodos estaticos de digestién in vitro, las condiciones experimentales son
constantes durante el proceso, lo que podria cambiar la digestion general del alimento.

La fase oral implica la dilucién del alimento 1:1 (peso/peso) con fluido salival simulado (SSF, por
sus siglas en ingles), con o sin amilasa salival; y para sélidos o semisélidos, se puede realizar una
fase previa para realizar una simulacion de la masticacion del alimento. Si se utiliza, la exposicién
del alimento a la amilasa salival se limita a un tiempo de exposicién de 2 min a un pH 7 a una
temperatura de 37 °C. La fase oral debe incluirse en todos los procedimientos de digestion simulada,
independientemente del estado del alimento (liquido o sélido) para brindar consistencia a la dilucion
(Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014).

El bolo oral se diluye 1:1 (vol/vol) con fluido gastrico simulado (SGF) y enzimas gastricas
(pepsina y lipasa gastrica), agregando pepsina porcina para lograr 2000 U mL-1 en la mezcla de
digestion final; también se agrega una solucion de lipasa gastrica preparada en agua para lograr una
actividad de 60 U/mL en la mezcla de digestion final. La mezcla se incuba con agitacion constante
con un ambiente con pH 3 durante 2 h, donde el rango tipico de velocidades de agitacion es de 50 a
100 rpm. (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014; Zhong & Langrish, 2020).
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Sélida

Liquida

Opcional

Fase gastrica
~ Mezclar 1:1 con SFG + pepsina (2000 U/mL), 2h, pH 7

0.17 mM fofolipido (condicién no estandarizada)

Fase intestinal

Mezclar 1:1 con SIF + enzimas

2h,pH 7
Enzimas individuales Extracto de enzimas
Tripsina (100 U/mL) Pancreatina (Basada sobre la
Quimotripsina (25 U/mL) actividad de la tripsina 100 U/mL)

Lipasa pancreatica (2000 U/mL)  Bilis (10mM)
Colipasa (2:1 tasa molar con
lipasa),
Amilasa pancredtica (2000 U/mL)
Bilis (10mM)

Recoleccién y manejo de muestras
Enfriamiento rapido con nitrdgeno liquido inmediatamente
Afiadir inhibidor de proteasa (p.ej. ImM AEBSEF, roche)
Congelacion seca

Figura 10. Protocolo de digestion gastrico in vitro, imagen adaptada de (Minekus, Marteau, Havenaar, & Huis In
’T Veld, 1995).

Luego, el quimo gaéstrico se diluye 1:1 (vol/vol) con liquido intestinal simulado (SIF), sales biliares
y enzimas pancredticas (pancreatina basada en la actividad de la tripsina 0 como enzimas
individuales) y el pH es ajustado mediante un volumen de NaOH previamente establecido,
posteriormente se afiade la solucion de bilis a la solucion de quimo gastrico/SIF para alcanzar una
concentracion final de 10 mM y se coloca la solucion en un mezclador de rueda giratoria a 37 ° C
durante al menos 30 min para lograr la solubilizacion completa de la bilis. Posteriormente se agrega
a pancreatina a la mezcla para lograr una actividad de tripsina de 100 U/mL. Es posible que se necesite
lipasa pancreatica adicional para la digestién de alimentos que contienen grasas para alcanzar la
actividad de lipasa requerida para lograr una actividad de lipasa de 2000 U/mL. Después se agregan
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las enzimas individuales: tripsina, quimotripsina, o-amilasa pancreatica, lipasa pancreética y las
soluciones de colipasa en el SIF para llegar a 100, 25, 200 y 2000 U/mL y colipasa en exceso molar
(relacion colipasa:lipasa 2:1), respectivamente , en la mezcla de digestion final. El proceso de
digestion se lleva a cao a una temperatura de 37° C, usando una rueda giratoria o una incubadora de
agitacion para mezclar la mezcla digestiva lo suficiente durante 2 h, comenzando en el punto en que
se agregaron las enzimas pancreéticas. Las condiciones experimentales para el procedimiento de
digestion, como el pH, el tiempo de digestion y la actividad enzimética, se basaron en los datos
fisioldgicos disponibles del estado de alimentacion para una comida (Brodkorb et al., 2019; Minekus
etal., 2014).

El dltimo paso del procedimiento de digestion simulada implica el muestreo, el tratamiento de las
muestras, el almacenamiento y el posterior analisis de las muestras. Este paso se debe considerar
cuidadosamente antes de la digestidn, ya que puede diferir de un caso a otro debido a los diferentes
puntos finales, propdsitos del experimento de digestion y tipo de analisis (Brodkorb et al., 2019).

I1.11. Modelos dindmicos

En comparacion con los sistemas estéticos, los modelos dinamicos incluyen parametros
especificos, con el objetivo de implementar el procesamiento fisiol6gico similar al de la digestion In
vivo, los cuales que pueden influir enormemente en la bioaccesibilidad de las sustancias ingeridas al
afectar su liberacion de la matriz alimentaria, su solubilidad y su estabilidad en el lumen del aparato
digestivo (Guerra et al., 2012). La bioaccesibilidad es la fraccion de componente ingerido liberado de
la matriz alimentaria y disponible para absorcion intestinal (generalmente basado en procedimientos
in vitro) (Guerra et al., 2012); por otra parte, la biodisponibilidad se puede definir como la fraccion
del componente ingerido disponible en el sitio de accion para la utilizacion en funciones fisioldgicas
normales, y se determina mediante ensayos in vivo (Guerra et al., 2012; Verhoeckx et al., 2015).

Para desarrollar un modelo dindmico es fundamental que cuente con las siguientes caracteristicas:
uso secuencial de enzimas en cantidades fisioldgicas, pH apropiado para las enzimas y adicién de
cofactores relevantes, como sales biliares y coenzimas, eliminacion de los productos de digestion,
mezcla apropiada en cada etapa de la digestion y tiempos de transito fisiolégico para cada paso de la
digestion (Minekus et al., 1995).

Se han desarrollado modelos in vitro dinamicos con el objetivo de imitar una simulacién realista
que incorpore la forma anatomica del estémago o el intestino delgado, asi como la actividad
contréctil, incluido el procesamiento bioquimico a lo largo del tiempo.

A principios de la década de 1990 se desarrollé el modelo TNO Gastrointestinal TIM (Figura 11),
con el objetivo de predecir la bioaccesibilidad de comidas y productos farmacéuticos y evaluar el
tiempo de transito de la comida a través del tracto gastrointestinal. Este sistema simula el estbmago
y el intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon); cada compartimento esta compuesto por dos
camaras de vidrio con membranas flexibles en su interior; la mezcla se realiza mediante la contraccion
y expansion de estas membranas flexibles a través de la presurizacion de agua a 37 °C (con el objetivo
de simular la temperatura corporal humana) que rodea la membrana flexible y la cdmara de vidrio.
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Sistema
TNO TIM-I

Compartimento gistrico

Bomba peristéltica

Compartimento del duodeno

Compartimento del yeyuno

Compartimento del fleon

Sensor de presién

Secrecién gastrica

Secrecion del duodeno

Secrecion del yeyuno

Secrecion del fleon

Pre-filtro

Membrana semipermeable
Bomba de filtrado
Electrodo de pH

Sensor de nivel

Sensor de temperatura

Olvw|o|z|Z|r|x|—=|=|ZT|O|"|m|O|O0|=]|>

Puerto de dosificaciéon

Figura 11. Sistema esquematico del modelo TIM-TNO 1, imagen adaptada de (Dickinson et al., 2012).

Antes de la introduccion del alimento en el compartimento géastrico, la comida se mastica con un
procesador de alimentos (en el caso de alimentos sélidos) y se mezcla con saliva artificial que contiene
electrolitos y amilasa-a. Mediante un programa de computadora se configuran los pardametros y datos
obtenidos de estudios in vivo en animales o voluntarios humanos, tales como, la cantidad y la duracién
de una comida, las curvas de pH para el estomago y el duodeno, las tasas de secrecion en los diferentes
compartimentos, la absorcion de agua desde el intestino delgado y el suministro gastrico e ileal hacia
el duodeno y el colon (Minekus et al., 1995).

Para el control del transito del quimo en los diferentes compartimentos, se emplea una férmula
exponencial (Ec. 1) para establecer suministro gastrico e ileal, como lo describen Elashoff et al. 1982:

_(f)ﬁ
f=1-2 " Ec. (1)

donde f es la fraccion de comida a suministrar, t;- es el tiempo medio en el que pasa el alimento
de una region a otra (estbmago-intestino delgado), t es el tiempo completo en que el quimo “pasa de
una region a otra y B es un parametro que describe la forma de la curva. Esta férmula ofrece un
método para controlar el suministro del estomago y en el intestino delgado en un modelo in vitro, con
solo dos parametros (los cuales son tomados de estudios in vivo: t,», B) para describir la curva.

Los productos de digestion se eliminan mediante dos sistemas diferentes. Los productos solubles
en agua se eliminan por dialisis a través de membranas (fibra hueca) conectadas al compartimento
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del yeyuno e ileon con el objetivo de absorber los productos de digestion y el agua del quimo y
modificar las concentraciones de electrolitos y sales biliares en el quimo; y los productos lipofilicos
se eliminan a través de un filtro de 50 nm el cual permite el paso de micelas, pero retiene las gotas de
grasa (Minekus et al., 1995).

Por otro lado, Bellman et al. (2016) desarrollaron el TIM-agc, el cual es una variante del TIM-1,
enfocada en imitar la forma y la motilidad del estomago para evaluar el comportamiento de
componentes de alimentos y farmacos. Este modelo tiene una configuracién en forma de L (Figura
12a), que consta de tres camaras que imitan la estructura del estomago: el cuerpo gastrico, asi como
el antro proximal y el antro distal (terminal). Para simular digestion en este modelo se emple6 150 g
de jugo de naranja con 150 g de estofado de ternera siendo cortado en cubos y sometido a una
masticacion artificial. Para imitar la motilidad gastrica se utiliza el mismo principio de
funcionamiento del modelo TIM-1, donde las contracciones de cada parte se logran modulando la
presion sobre el agua que circula en el espacio entre la cdmara exterior de vidrio y la membrana
flexible del interior; y poder imitar las fases de propulsion y retropulsion. Durante la fase de
propulsion, la parte del antro proximal se contrae junto con la relajacion de la parte del antro distal
(Figura 12b.A), esto hace que el contenido sea transportado hacia al antro distal. Las fases de vaciado
y mezcla se imitan abriendo la valvula pil6rica, mientras se contrae la parte distal del antro y se relaja
la parte proximal del antro (Figura 11b.B). La fase de retropulsion se simula contrayendo ain mas la
parte distal del antro con una valvula pilérica cerrada, mientras se relaja la parte proximal del antro
(Figura 12b.C). Los patrones y las amplitudes de presién debido a la motilidad del modelo son
registrados mediante una capsula de motilidad inaldmbrica SmartPill® observando amplitudes
méaximas en un rango de 18 mmHg y entre 2-6 mmHg para la retropulsion (Figura 13).

Figura 12. a) Configuracion del modelo TIM-agc: A: cuerpo géastrico, B: antro proximal, C: antro distal (terminal),
D: esfinter pildrico; b) Motilidad en TIM-agc. A: fase de propulsién, B: fase de vaciado y mezclado, C: fase de
retropulsién (Bellmann et al., 2016).

Este sistema ademdas puede controlar parametros como la frecuencia de contraccion, la
temperatura, la composicion y la tasa de secrecion de fluidos, asi como el vaciado géstrico el cual de
igual manera que el modelo TIM-TNOL, esté regulado por la ecuacion de Elashoff (Bellmann et al.,
2016).
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Figura 13. Perfil de presion en el modelo TIM-agc (Bellmann et al., 2016).

Para llevar a cabo la desintegracion de los alimentos, asi como la actividad contractil se pueden
emplear diversos mecanismos. EI modelo Human Gastric Simulator (HGS, por sus siglas en inglés)
desarrollado por Kong & Singh, (2010) emplea un conjunto de tres rodillos para reproducir el
movimiento de las paredes gastricas para imitar las fuerzas mecéanicas del estbmago (Figura 14.a); el
estdmago es una camara cilindrica flexible hecha de latex de caucho que termina con una forma
conica, y la actividad contractil se lleva a cabo en la parte inferior del modelo mediante tres rodillos
de teflon que se mueven hacia abajo, golpeando periédicamente las paredes flexibles.

a)

Estomago de latex

Region proximal

Region distal
Piloro

Figura 14.a) Configuracion del modelo HGS (Zhong & Langrish, 2020); b) Regiones proximal y distal del modelo
HGS, imagen adaptada de (Keppler, O’Meara, Bakalis, Fryer, & Bornhorst, 2020).

Para simular la digestion en el modelo HGS, utilizaron muestras de alimentos (manzana y arroz)
con el objetivo de observar las caracteristicas del proceso de digestion tales como, la distribucion del
tamafio de las particulas, el contenido de so6lidos y los perfiles de pH. La manzanay el arroz se cortan
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en cubos para emular la distribucion del tamafio de particula observada en datos reales. La muestra
de particulas se mezcl6 con la saliva simulada (100 g de alimento: 20 ml saliva) durante 30 s y se
dejo reposar a 37 ° C. El estdmago esta constituido por un recipiente con forma cilindrica siendo la
parte superior la region que representa al estomago distal; este recipiente termina en la forma de un
cono truncado en donde se imitan los movimientos contractiles del estbmago mediante un conjunto
de rodillos siendo esta regién la que representa al estdmago distal. Las fuerzas ejercidas por los
rodillos son registradas mediante una esfera deformable 22 mm de didmetro conectado a un
mandmetro digital obteniendo fuerzas maximas de 3.5 N (Figura 15a), mientras que la fuerza maxima
de un estudio in vivo reportado por Vassallo et al. (1992) alcanz6 0,35 N (Figura 15b).
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Figura 15. Perfil de la fuerza de contraccion: a) fuerza medida en la parte inferior de HGS (Fanbin Kong & Singh,
2010); b) perfil de fuerza in vivo (Vassallo et al., 1992).

El modelo HGS recalca la importancia de combinar las fuerzas fisicas resultantes de la contraccion
peristéltica, junto con las reacciones enzimaticas y acidas, en el cual mejora significativamente la
eficiencia de la desintegracion de alimentos en comparacion con los métodos estaticos y da como
resultado una mejor distribucion del tamafio de particula al final de la digestién mas realista. Estas
caracteristicas deberian ayudar al estudio de la accesibilidad de los nutrientes una matriz alimentaria.

Por otra parte, el Modelo de Simulacién Gastrica (Gastric Simulation Model) desarrollado por Li,
Fortner, & Kong, (2019) fue desarrollado para reproducir la geometria y la motilidad del estbmago
humano; consta de una cAmara de elastica fabricada con latex que incorpora una geometria similar al
estomago (Figura 16) la cual incorpora un segmento vertical (20 cm) que incluye cardias, fondo,
cuerpo proximal, asi como una parte horizontal (12 cm) que incluye cuerpo distal, antro y piloro
(Figura 17.a), un sistema de accionamiento mecéanico para inducir el movimiento peristéltico,
sistemas de vaciado y secrecion gastrica y un sistema de control de temperatura.

El cuerpo de latex esta equipado con una serie de jeringas que aprietan las paredes internas del
estbmago impulsadas neumaticamente por un sistema de control programado, siendo una suma en
total de un conjunto 11 juegos de jeringas en diferentes sitios desde el fondo hacia abajo hasta el
piloro, distribuidas circunferencialmente en un sitio especifico. Cada conjunto de jeringas funciona
simultaneamente, compartiendo la misma linea de aire comprimido y estan ubicadas para realizar las
contracciones en diferentes regiones logrando una contraccion desde el cuerpo medio proximal hacia
el piloro.
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Figura 16. Modelo de simulacion gastrica (GSM): a) 1. Camara del estémago de latex, 2. Recipiente acrilico en forma
de codo, 3. Jeringas; b) 4. Conjuntos de jeringas que rodean la camara del estomago de latex (Li et al., 2019).

La fuerza mecénica generada por el modelo GSM se midi6 usando un dispositivo ensamblado
mediante una pera de goma de 13 mm de didmetro x 25 mm de alto y un manémetro digital,
conectados por un tubo de plastico, permitiendo obtener registros de presion del fondo, cuerpo y
antro, donde obtuvieron diversas lecturas manomeétricas en las regiones mencionadas anteriormente
(Figura 17.b). La presién fue mas baja en el fondo, y la mas alta en el antro terminal, alcanzando casi
70 mmHg.
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Figura 17. Medicidn de la presion en el modelo GSM: a): regiones de medicion en el modelo GSM; b) Perfil de
presiones en el sistema GSM (Li et al., 2019).

Con el modelo GSM también se realiz6 un estudio comparativo para investigar el efecto de la
contraccion en la descomposicion de los alimentos contra la descomposicion realizada durante la
digestion gastrica simulada utilizando 30g de salchicha la cual fue cortada en cubos de 5 mm para
simular la masticacion junto con 100 ml de agua desionizada a la cual se agregaron 30 ml de saliva
simulada y se incubaron durante 5 min con agitacion continua y luego se transfirieron al GSM, donde
previamente se afiadio 20 ml de jugo gastrico simulado para simular la fase cefalica de la secrecion
gastrica; la secrecion y el vaciado de jugo extra gastrico comenzaron después de la carga del alimento,
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a unatasa de 2 mL/miny 3 mL/min, respectivamente. Paralelamente, la misma cantidad de salchicha,
saliva simulada y jugos gastricos se utilizaron en un modelo estético con agitacion durante 2 horas
con una agitacion de 120 rpm. El analisis de distribucidn de tamafios se logré mediante el método de
tamizado en himedo, que consta de 3 tamices con tamafio de poro de 1.18, 2.3. y 3.35 mm,
respectivamente (Figura 18). Con el sistema GSM se demostrd que el modelo fue capaz de reducir el
tamano de las particulas a una dimensién menor que con un simulador de tipo estatico, con el mayor
porcentaje de las particulas de didmetro 1.18 mm o menor.
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Figura 18. Distribucion del tamafio de particulas de salchicha después de 2 h de digestion en modelo estatico con
agitacion (al-a4) y en el modelo GSM (b1-b4).

Diversos modelos dinamicos se han desarrollado con el objetivo de imitar la morfologia del
estdmago, asi como la actividad contractil en donde su configuracion varia entre modelos para lograr
este objetivo. El modelo de estomago humano in vitro accionado por cuerdas (RD-1V-HSM)
desarrollado por (Chen et al., 2016) es un modelo que incorpora la forma anatémica del estomago
fabricado de latex en donde los movimientos de contraccion se realizan mediante una barra que
impulsa tres cuerdas unidas a la zona del antro usando un motor paso a paso para bajar la barra y
generar los movimientos de contraccion, en donde la fuerza ejercida por este modelo medida por un
balén de silicona unido a un mandmetro digital fue de 3.37 + 0.59 N para cada contraccion, que es
cercano a lo reportado con el modelo HGS, es decir, 3.39 + 0.95 N (Fanbin Kong & Singh, 2010),
pero mucho mayor que los estudios in vivo (0.06 N) reportados por Camilleri & Prather, (1994). Por
otra parte, el modelo del sistema gastrico mecanico in vitro (IMGS) desarrollado por Barros et al.,
(2016), incorpora la forma anatémica del estomago igualmente fabricado en latex donde la motilidad
gastrica es ejercida por medio de un conjunto de pistones de acrilico, colocando cuatro pistones en
cada lado del estdbmago respecto a su posicion frontal; cada piston es accionado por medio de un
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motor con diferentes pares de torsion, los de menor par de torsion fueron colocados en la parte
superior del estdbmago abarcando la parte proximal y los mayor par de torsién fueron colocados en la
parte inferior abarcando la parte distal; asi, los pistones que acttian por pares, gradualmente empujan
hacia adelante la pared del modelo del estomago. El registro de la actividad mecénica fue medido
s6lo en la parte superior mediante una sonda unida a un texturometro, donde el rango de amplitud de
las fuerzas registradas fue de 0.2 a 1.6 N. ElI modelo dindmico gastrico (DGM) desarrollado por
Wickham et al., (2012) tiene el objetivo de simular los aspectos bioguimicos y mecéanicos de la
digestion gastrica, pero no imita la geometria del estomago al tener una geometria vertical conica,
siendo la parte superior del modelo el cuerpo principal del estémago, el cual es una membrana elastica
en forma de cono, simulando la parte proximal del estdmago, la parte del antro consta de un émbolo
y un piston; mientras que el pistdn atrae porciones de bolo alimenticio a través de una valvula de
entrada desde el cuerpo principal hacia el antro, el movimiento peristaltico es realizado por el
movimiento ascendente y descendente del émbolo realizando el mezclado y la desintegracion fisica
sobre el contenido del antro. La medicion de las fuerzas de contraccion se realizaron mediante un
experimento que usa perlas de gel de agar esféricas de 1.27 cm de diametro con cuatro resistencias a
la fractura (0.53, 0.65, 0.78 y 0.90 N) suministradas en el modelo junto con una comida viscosa y una
con baja viscosidad y comparandolos con la misma metodologia mediante un modelo estéatico, en el
cual el modelo DGM consigue la fractura de las perlas de gel de agar en comparacién con el modelo
estatico que solo puede realizar la fracturas hasta los 0.65 N (Vardakou et al., 2011).

Por otro lado, en el trabajo desarrollado por Donis Rabanales, 2018 se desarroll6 un modelo
gastrico que adapta solo la parte antral del estémago (Modelo IV-DGS, In Vitro Distal Gastric
Simulator), el cual considera las dimensiones clave de un estbmago humano adulto sano (Ferrua &
Singh, 2010;Ferrua, Xue, & Singh, 2014), con el objetivo de tener un modelo que se enfoque solo en
la regién anatdmica donde nacen las contracciones gastricas y evaluar el funcionamiento mecanico.
El modelo fue dividido en dos cAmaras (cAmara A y cadmara B) en el cual al interior se colocé una
membrana flexible para cada cdmara (membrana A y membrana B), para generar los movimientos
contréctiles por medio de la presion alterna entre el agua circundante al exterior de las membranas y
al interior de las camaras. Se desarrolld un sistema de control (Figura 19) para generar esta secuencia
de contraccién y expansion de las membranas A y B para simular las contracciones peristalticas, asi
como los perfiles de presion reportados en esta seccién del estbmago humano durante la digestion
gastrica. La presurizacién de las camaras se realiz6 individualmente empleando agua mediante dos
camaras hidroneumaticas. Las contracciones peristalticas se realizaron alternando la presion de agua
que circula entre exterior de la membrana y al interior de las cdAmaras Ay B.

Para generar las contracciones en el modelo IV-DGS se realiz6 configuracion experimental
mostrada en la Figura 20, al comienzo de la secuencia, la cAmara A se presuriza, programando un
tiempo de 6 segundos de actuacion para la electrovalvula A para generar que la membrana blanda
dentro de la camara A se contraiga, mientras que la electrovéalvula para la cdmara B esta apagada,
posteriormente la secuencia se alterna, donde la cdmara B se presuriza, programando un tiempo de 4
segundos de actuacion para la electrovalvula B, mientras que la electrovélvula para la cdmara A esta
apagada, y el perfil de presion se obtiene a través de un catéter esofagico.
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Figura 20. Configuracion experimental del sistema de control para el modelo géstrico 1VV-DGS desarrollado en el
trabajo de maestria. 1. Modelo gastrico 1V-DGS (Camara A y Camara B); 2. Sensores para medir los cambios de
presion; 3. Catéter esofagico manométrico; 4. Camaras de hidroneumaticas; 5. Arduino UNO; 6. Electrovalvulas.
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La Figura 21 muestra el perfil de presiones obtenidos mediante el modelo gastrico 1V-DGS
(Escalona Ortiz, 2018) donde se obtiene un perfil con una amplitud maxima de 22 mmHg
aproximadamente para la fase de propulsién y de 8 mmHg para la fase de retropulsién y se observa
en la Figura 21 que la presion tiende a disminuir por falta de un control sobre sistema hidroneumatico.
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Figura 21. Primera gréfica de presion obtenida en el simulador géstrico (Donis Rabanales, 2018; Escalona Ortiz,
2018).

Los principales modelos estaticos bicompartimentales pretenden simular las condiciones del
estdmago y del intestino delgado proximal. Basados en datos in vivo, estos sistemas son controlados
por computadora y reproducen la temperatura, los cambios de pH en los compartimentos gastricos y
duodenales, el vaciado gastrico, la adicion de pepsina, el jugo pancreatico y/o la bilis y en algunos se
realiza un ensayo de dialisis de los productos finales de digestion. Estos sistemas han sido en su
mayoria estandarizados y validados para aplicaciones especificas (Guerra et al., 2012).

Un modelo artificial estomago-duodeno desarrollado por Vatier et al., (1998) se utilizé para
estudiar y evaluar la actividad de los antiacidos (Figura 22). Para ello simula la parte gastrica y la
parte duodenal del tracto gastrointestinal, en la parte gastrica se simulan las secreciones, asi como el
vaciado gastrico por medio de una bomba peristaltica controlando las secreciones mediante un
programa de computadora, el cual permite ajustar la secrecion acida en respuesta a una comida, los
flujos gastroduodenales en personas tanto sanas, asi como en pacientes con ulceras gastricas, y las
secreciones alcalinas duodenales. La adicion del compartimento duodenal permite el seguimiento de
los anticidos y observar los cambios de pH en esta seccién. Ademas, realizaron la inclusion de un
fragmento de mucosa géstrica de cerdo en el depo6sito gastrico para evidenciar la adhesion de un
antiacido en la mucosa gastrica.
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Figura 22. Modelo artificial estomago-duodeno, imagen adaptada de (adaptada de Vatier et al., 1998).

Por otra parte, Mainville et al., (2005), desarrollaron un modelo que simula las condiciones del
estomago y del duodeno, en el cual replican las condiciones de pH, la tasa de vaciamiento gastrico,
temperatura, asi como la tasa de adicion de HCI, NaOH y solucion biliar para el estudio de la
supervivencia de probi6ticos. EI modelo consiste en dos compartimentos mantenidos a 37 °C, uno
que simula las condiciones del estdmago y el otro que simula las condiciones del duodeno (Figura
23). El compartimento del estbmago cuenta con una tapa para permitir la entrada de un electrodo de
pH, una sonda de temperatura y entradas para las secreciones gastricas, mientras que en el
compartimento del duodeno cuenta con estradas para permitir el paso de la digesta del compartimento
gastrico, hidroxido de sodio y bilis. En cada compartimento se encuentra una barra de agitacion
magnética en donde la agitacion es controlada por medio de una placa de agitacion magnética. Los
productos de entrega son suministrados por medio de bombas peristélticas asi mismo la dosificacion
del compartimento del estémago hacia al compartimento del duodeno. La temperatura es controlada
al interior de cada compartimento. La adicién de HCI en el compartimento del estbmago se control6
para reproducir la curva de pH encontrada en humanos durante y después del consumo de leche,
donde se fue agregando 3.5 ml de HCI hasta que se alcanz6 un valor de 3, entonces la tasa de
dosificacion disminuy6 a 0.9 ml/min y en el compartimento del duodeno se afiadi6 NaOH 1M para
mantener el pH a 6.5 durante el experimento.
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Figura 23. Sistema dindmico del modelo del tracto gastrointestinal humano in vitro, imagen adaptada de (Mainville
et al., 2005).

Por otra parte, se han desarrollado varios modelos dindmicos para el estdmago, pero pocos estan
disponibles para las otras partes del tracto gastrointestinal en especial del intestino delgado. EI modelo
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del intestino delgado (SIM) desarrollado por Tharakan et al., (2010) simula el movimiento de
segmentacion que se produce en el intestino delgado para estudiar los fendmenos de transporte de
masa que ocurren en el lumen y su potencial efecto para realizar estudios de bioaccesibilidad.

El modelo de intestino delgado (SIM) consta de una membrana flexible porosa interna y un tubo
flexible externo que es impermeable al agua. EI modelo tiene dos recirculaciones de flujo (1) a través
del modelo, lo que permite el flujo a través de un deposito que representaba el flujo de la digesta (lado
del lumen), (2) en el lado exterior de la membrana flexible porosa interna. EI modelo consta de un
tubo de 50 cm de longitud para realizar los estudios de transferencia de masa. La segmentacion se
reprodujo inflando y desinflando manguitos de compresion (utilizados para la medicion de la presion
arterial) alrededor de dos secciones alrededor del tubo del modelo (Figura 24), usando aire
presurizado para inflar (comprension) y vacio para desinflar (expansion), el cual es controlado
mediante la apertura y cierre de electrovalvulas.
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Figura 24. Esquema de la configuracion experimental utilizada en el modelo SIM para realizar la segmentacion,
imagen adaptada de (adaptada de Tharakan et al., 2010).

El modelo SIM simula dos tipos de flujo presentes en el intestino delgado: el flujo peristaltico,
gue es logrado mediante el flujo de fluido neto, generado mediante una bomba peristaltica y el flujo
de segmentacién de la contraccion radial, generada en el SIM mediante la presion alterna de aire hacia
los maguitos de compresion. Para imitar el trasporte celular emplearon una membrana semipermeable
de celulosa (Spectra/Por 7, MWCO 8000 Daltons, tamafio 8; Medicell Intl. Ltd., Londres, Reino
Unido) siendo ésta la membrana flexible porosa con el objetivo de separar el lado del lumen intestinal
y del fluido receptor el cual es estudiado para analizar los efectos de absorcién mediante un
espectrofotometro (Tharakan et al., 2010). Se llevaron a cabo una serie de experimentos usando
concentraciones de goma guar de 0% a 1% p/v, donde plantearon la hipdtesis de que el movimiento
de segmentacion controlaba las tasas de absorcion. Cuando se aplic el movimiento de segmentacion,
el coeficiente de transferencia de masa en el lado del lumen aumenté hasta un factor de 7, encontrando
que la viscosidad del lumen, influenciada por la concentracion de goma guar, tuvo un efecto profundo
en el coeficiente de transferencia de masa.
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Por otra parte el modelo duodenal humano (HDM) desarrollado por Wright et al., (2016) imita la
geometria real del intestino duodenal humano, con una forma sigmoidea que contiene secciones
ascendentes y descendentes. EI cuerpo del modelo consta de dos mitades acrilico de 10 cm de alto y
15 cm de largo (Figura 25.a), las cuales contienen una ranura sigmoidea de 2.6 cm de profundidad en
las dos mitades para formar un cilindro sigmoideo hermético unido entre si, el cual tiene un didmetro
final de 5.2 cm y una longitud total de aproximadamente 57 cm, equivalente a la longitud del duodeno
humano més parte del yeyuno proximal. Dentro de este cilindro se colocaron 10 anillos con una
separacion de 3.5 cm entre cada uno para realizar las de contracciones de segmentacion ocurridas en
el intestino delgado. Cada anillo contiene seis orificios alrededor del interior en donde se colocaron
6 actuadores flexibles de goma que miden 1 cm de largo (Figura 25.b), y estan conectadas a un sistema
de aire presurizado para realizar los movimientos de contraccion hacia una membrana de dialisis
contenida en el interior del cilindro sigmoideo. La membrana de didlisis tiene 59 cm de largo
(Spectra/Por 7, Spectrum Laboratories Inc., Santa Dominguez, CA) con un limite de peso molecular
(MWCO) de 8000 y un diametro de 3.2 cm. Para realizar los movimientos de segmentacion, la mitad
de los anillos tienen un suministro de aire a 2.5 psi y la otra mitad un vacio aplicado, la presion se
alterna una vez cada 7s mediante un control I6gico programable que opera una valvula que cambiaba
la interfaz aire/vacio entre los anillos.
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Figura 25. a) Modelo del duodeno humano (HDM); b) Mecanismo de segmentacion con actuadores flexibles
(Wright et al., 2016).

El modelo HDM estudia la influencia de diferentes factores como la velocidad de propagacion del
liquido intestinal y la permeabilidad efectiva de la membrana de didlisis, mediante la presencia o
ausencia de segmentacion, la orientacion del modelo, la velocidad de flujo, la temperatura y la
viscosidad de la solucién. Se emple6 azul de metileno para estudiar el efecto de la segmentacién en
la permeabilidad de la membrana. La segmentacion mejoré mucho el valor de permeabilidad en
aproximadamente 4 veces en comparacion de cuando no hay segmentacién, por lo que la
segmentacion incrementa la mezcla de fluidos mejorando la transferencia de masa y también redujo
el grosor de la capa limite en la superficie de la membrana, lo que llevo a una permeabilidad mas
eficiente de la pared de la membrana a los solutos de azul de metileno. También se encontré que el
transito dentro del modelo, asi como la permeabilidad aumentan con la temperatura. Por otra parte,
el aumento de la viscosidad disminuye tanto el coeficiente de difusién como el coeficiente de
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transferencia de masa, lo que no solo reduciria la velocidad de propagacion percibida del azul de
metileno, sino que también disminuiria la permeabilidad aparente de la membrana.
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Capitulo I11. Problematica

I11.1. Planteamiento del problema

El desarrollo de modelos gastricos e intestinales dindmicos in vitro es una tarea compleja que
involucra simulaciones de condiciones in vivo bajo cambios constantes como la frecuencia de
contracciones, las tasas de entrega de enzimas, asi como su composicién, el vaciamiento gastrico,
perfiles de presion, entre otros.

Se han desarrollado diferentes modelos con diferentes configuraciones, técnicas de operacion y
objetivos a cumplir, la mayoria de los modelos reportados buscan reproducir una mezcla adecuada de
los alimentos, la cual estd relacionada con el comportamiento mecanico del estémago,
particularmente con la actividad contractil del estmago. Algunos modelos pueden cuantificar la
actividad mecanica a través de mediciones de presién en sus dispositivos, como el modelo
desarrollado por Bellmann et al., (2016) obteniendo mediciones similares a los reportados en perfiles
in vivo, con una amplitud de presion aproximado de 18 mmHg, o el modelo GSM donde los valores
son elevados obteniendo amplitudes de hasta 70 mmHg; también a través de mediciones de fuerza
como el modelo HGS donde la fuerza de contraccion puede alcanzar un valor maximo de 3.5 N,
similar a los valores de fuerza reportados por el modelo RD-IV-HSM pero que discrepan con los
valores reportados por estudios in vivo donde la fuerza reportada es de aproximadamente 0.4 N
(Vassallo et al., 1992).

Por otra parte, su orientacién de construccion influye con esta actividad mecanica al momento de
imitar los flujos gastricos, lo que en algunos de ellos puede dificultar que se presente el flujo de
retropulsion, como en el caso de los modelos con disposicion vertical debido a la fuerza de gravedad,
y ademas permite la sedimentacién de particulas en el fondo del modelo (Verhoeckx et al., 2015).
Los modelos que adaptan la morfologia del estdmago humano permiten realizar una distribucion
fisioldgica de las particulas y del contenido géstrico, asi como replicar de una manera mas realista los
flujos de propulsion y retropulsion, siempre y cuando los parametros sean similares a los parametros
in vivo y no se realice un movimiento abrupto para realizar la motilidad.

Por otra parte, la mayoria de los modelos intestinales in vitro reportados son modelos estéaticos,
siendo el TIM TNO-1, el modelo SIM y el modelo HDM los Gnicos modelos dinamicos reportados.
El modelo TIM, es el modelo mas complejo ya que involucra las tres fases intestinales (duodeno,
yeyuno e ileon) y para imitar el transporte molecular utiliza dispositivos de fibra hueca; este modelo
tiene la capacidad de medir el pH en tiempo real pero no las presiones ejercidas dentro de esta zona,
ademas cada seccion del intestino esta compuesta por dos compartimentos, por lo que el mezclado
llevado a cabo no se asemeja al mezclado fisiolégico llevado a cabo por los movimientos de
segmentaciéon. EI modelo SIM y el modelo HDM se enfocan en realizar los movimientos de
segmentacion replicando solo la parte del duodeno, solo que, al realizar estos movimientos, lo hacen
de manera no adyacente, lo que dificulta realizar el mezclado apegado a la forma fisiolégica; ambos
modelos utilizan una membrana de celulosa para imitar el transporte intestinal observando que la
permeabilidad de la membrana incrementa cuando se implementan los movimientos de segmentacion.
Sin embrago, en estos modelos no realizan mediciones de pH y de presion dentro del modelo.
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El desarrollo de modelos dindmicos se ha incrementado en las Gltimas dos décadas, sin embargo,
un punto importante en el desarrollo de estos modelos no solo es replicar la funcion quimica de la
digestion fisioldgica, también se necesita replicar la funcién mecanica, que incluye la frecuencia de
contracciones, la amplitud de la presion para simular la digestion dentro de los rangos fisioldgicos,
imitar la forma de onda y los flujos, los cuales influyen en la mezcla de los alimentos con las enzimas,
asi como la desintegracion mecénica de los alimentos. La morfologia tiene un papel importante en el
caso del estbmago para imitar la distribucion de particulas dentro del modelo, asi como las zonas
anatomicas en las cuales se originan las ondas de contraccion, en donde poder tener un modelo
translucido permitiria observar y hacer estudios de los flujos generados al interior del modelo. La
seccién intestinal no cuenta una geometria compleja, y su motilidad involucra dos movimientos de
contraccién (peristaltico y de segmentacion), los cuales son de transporte y mezclado, pero la
dificultad de imitar la digestion intestinal se enfoca en el desarrollo de un modelo que adapte su
motilidad, asi como el transporte intestinal.

IH1.11. Hipotesis
Es posible emular el mezclado, los flujos y la desintegracion tanto mecanica como quimica de la
digestion gastrica humana en un modelo in vitro con el empleo de actuadores blandos.

I11.111. Objetivo general

Desarrollar modelos dindmicos in vitro del estdbmago y del intestino delgado que permita realizar
el procesamiento mecéanico para imitar la desintegracién mecénica de los alimentos, el mezclado
(movimientos de segmentacion), los flujos de propulsién y retropulsion; asi como el transporte
intestinal.

I1.1V. Metasy Alcances

e Investigar sobre las caracteristicas anatomicas y fisiologicas del estbmago humano y del
intestino delgado.

e Investigar sobre los modelos dindmicos in vitro del estémago y del intestino delgado, asi
como su principio de funcionamiento y los parametros implementados.

e Desarrollar un modelo traslucido que adapte la geometria del estémago.

e Desarrollar un modelo traslucido del intestino delgado.

e Fabricar actuadores blandos para imitar la motilidad gastrica e intestinal.

e Proponer protocolos de experimentacion para el modelo géstrico 1\V-DGS para evaluar la
capacidad de mezclado, cambios de pH y desintegracion de alimento sélido.

e Comparar los valores de desintegracion del modelo géastrico 1V-DGS vs modelos estético
(cony sin agitacion).

e Obtener perfiles de presion dentro del modelo gastrico 1V-DGS.

e Observar el comportamiento mediante los experimentos de acidez gradual y obtener los
perfiles de pH alcanzados en el modelo géstrico IV-DGS

o Fabricar el prototipo del modelo intestinal in vitro con apariencia traslucida
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o Realizar pruebas de concepto del modelo intestinal.
e Analizar el transporte molecular del prototipo intestinal mediante la implementacion de

membranas de celulosa.
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Capitulo IV. Materiales y métodos.

IV.l1. Desarrollo de mejoras al sistema gastrico 1V-DGS
El desarrollo del modelo géastrico IV-DGS elaborado en la maestria requeria de mejoras con el
objetivo de implementar un conjunto de sistemas de censado de pH y temperatura, asi como realizar
el vaciado gastrico Por otra parte, también se necesitd mejorar el sistema de control hidroneumatico,
asi como un control sobre los flujos generados al interior del modelo para mejorar la forma de onda
de presion resultante. También se necesitd fabricar un modelo traslucido que permitiera observar el
mezclado al interior del modelo.

IV.1-1 Requerimientos del modelo gastrico 1V-DGS

Emular las presiones presentadas durante la digestion gastrica.

Emular la frecuencia de contracciones gastricas

Emular la temperatura corporal en el sistema.

Emular los cambios de pH durante la digestion gastrica.

Desarrollar un modelo que tenga una similitud anatémica con el estbmago y que tenga
una apariencia traslucida.

Permitir el control sobre la frecuencia de las contracciones gastricas.

Replicar el vaciado gastrico e implementar un sistema para la medicién de pH.

Integrar una configuracion modular para el facil intercambio de elementos dafiados.

IV.1.-11 Especificaciones del modelo géastrico IV-DGS

Las especificaciones que se deben cubrir en el modelo gastrico IV-DGS son las siguientes:

Presiones en el compartimento distal de entre 20 y 30 mmHg consistentes con la fase de
alimentacion (Bellmann et al., 2016; Magbool et al., 2009; Saad & Hasler, 2011).
Resistencia quimica, soportar los cambios dindmicos en un rango de operacion entre un
pH de 1.5y 6 (Guerra et al., 2012; Kong & Singh, 2008; Verhoeckx et al., 2015).
Frecuencia de operacion de 3 contracciones por minuto consistentes con la fase de
alimentacion (Talukder & Fassihi, 2004; Urbain et al., 1990).

Temperatura de operacién de 37°C + 1°C (Kong & Singh, 2008; Minekus et al., 2014; A.-
I. Mulet-Cabero et al., 2020).

IV.1l. Fabricacion del modelo géastrico I1V-DGS.

Debido al desgate del prototipo desarrollado durante maestria por el uso y también debido a la
degradacion de la fotoresina empleada (derivo que el prototipo tomara un color con tono ambar,
Figura 26), se fabrico un nuevo prototipo mediante el proceso de vacuum casting (colada al vacio)
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considerando algunas modificaciones en el nimero de espigas en la cdmara inferior disminuyendo a
3 espigas en lugar de 4, e incrementando el didmetro y el grosor de las espigas en todo el modelo
para evitar la fractura al momento de colocar las conexiones en el modelo.

Figura 26. Desgaste del modelo gastrico 1V-DGS desarrollado en el trabajo de maestria (Donis Rabanales, 2018).

Vacuum casting (colada al vacio) es un proceso para la fabricacion para lotes pequefios de piezas
a través de moldes de silicon, en el que se introduce la pieza a fabricar (pieza maestra), en un
contenedor y se vierte silicon liquido, una vez que el silicon ha curado se abre el molde en dos partes,
se retira la pieza maestra, se una nuevamente el molde y se vierte una resina de poliuretano para
obtener la pieza final (Figura 27).
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Figura 27. Proceso de vacuum casting (Kuo & Wu, 2017).

Para realizar la fabricacion, el primer paso fue producir las piezas maestras de cada camara
(cdmara A y camara B); mediante un proceso de fabricacion aditiva (Zortrax M200 plus) utilizando
ABS (Figura 28.a), las cuales se les dio un postproceso de lijado y se coloc6 una resina epoxica hasta
obtener un acabado superficial tipo espejo (Figura 28.b).

Figura 28. Proceso de fabricacion de la pieza maestra (cAmara A). a) Pieza maestra hecha mediante fabricacion
aditiva; b) Pieza con postproceso con acabado espejo.

Como segundo paso se obtuvo un molde de silicona para cada camara; en este paso se utilizo la
resina de caucho de silicona TC-5040 A/B (BJB Enterprises) en donde el contenedor para cada
camara, con la resina de silicona TC-5040 (BJB Enterprises) en estado liquido, fue introducido a una
camara de vacio para su desgasificacién. Una vez que la silicona liquida tuvo su etapa de curado, los
moldes se cortaron horizontalmente por la mitad y las piezas maestras se retiraron de cada molde,
dejando el molde listo para la colada final (Figura 29).
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Figura 29. Molde de silicon de la pieza maestra partido a la mitad.

Como tercer paso, se fabricaron los moldes con tecnologia de fabricacion aditiva (Zortrax M200
plus) para realizar un ndcleo (corazdn interno) con el objetivo de generar una pieza hueca al retirar el
nucleo al final del proceso; una vez obtenidos los moldes, se dio un acabado superficial tipo espejo
(Figura 30.a), con el objetivo de evitar un acabado mate en la pieza final. Una vez construidos los
moldes se realizaron los nicleos removibles (Figura 30.b), vertiendo caucho de silicona Ecoflex 00-
30 (Smooth-On Inc.).

Figura 30. a) Molde del nucleo para la cdmara A; b) Nucleo hecho con silicon Ecoflex 00-30 (Smooth-On Inc.).

El cuarto paso consistio en introducir los ndcleos correspondientes en cada molde de silicon para
cada camara y cerrar cada molde, posteriormente, el molde se introdujo a una cdmara de vacio y se
vertié resina de poliuretano WC-792 (BJB Enterprises) al vacio, para evitar que se presenten burbujas
en la pieza final. Una vez curado el material, se desmoldo la pieza obtenida y, finalmente, se retird el
nucleo de silicona, quedando una copia exacta del modelo de la pieza maestra, con un espesor de
pared de 2 mm (Figura 31).
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Figura 31. Inyeccion de la resina de poliuretano y obtencion de la pieza final.

La apariencia traslucida es una caracteristica importante que permitié observar lamezcla al interior
del modelo, y mediante un estudio de colorimetria o de andlisis de imagenes establecer un estudio
sobre las mezclas que se realizaron al interior y el impacto que genera los flujos de propulsion y
retropulsion en los procesos de mezclado.

Otro punto importante consisti6 en realizar mejoras en distintos puntos del sistema, los cuales se
enlistan a continuacion:

e Mejorar el sistema de control sobre el accionamiento hidroneumatico

¢ Implementar una resistencia eléctrica al interior de cada cAmara hidroneumatica y un sistema
de sensado de temperatura dentro de las cdmaras y del modelo gastrico 1\V-DGS.

o Implementar un sistema de sensado de pH.

e Implementar un sistema para imitar el vaciado gastrico

IV.Ill. Mejoras en el sistema de control sobre el accionamiento

hidroneumatico

Uno de los puntos importantes en el sistema de mejoras se enfocé en tener un control sobre el flujo
y presion con el objetivo de mejorar la forma de onda de presion generada en el sistema (Figura 32.b),
asi como de las amplitudes alcanzadas durante los flujos de propulsion y retropulsion (Figura 32.a),
ya que anteriormente no se tenia un control preciso de la presion que entregaba la unidad de
mantenimiento para obtener las amplitudes deseadas dentro de los rangos fisiol6gicos que se
encuentran en un rango entre 18-30 mmHg, y tampoco se tenia un control sobre el caudal en las lineas
neumaticas.
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Figura 32. Formas de onda obtenidas donde se dificultaba obtener un control preciso sobre: a) La amplitud de las
fases de propulsion y retropulsion; b) La forma de onda en el perfil de presién.

Para regular laamplitud de la presion (fase de propulsion y fase de retropulsion), la presion de aire
a la entrada de la unidad de mantenimiento (Modelo 1B-AC201A-M, Guss-Roch) se ajust6 en 2 bar,
a cada linea de aire se implementd un regulador electroneumatico (Modelo ITV0030, de SMC
Pneumatics) donde la presion para el regulador electroneumatico A se fijé 80 mmHg, mientras que
para el regulador electroneumatico B se fijé en 55 mmHg; para llevar a cabo la regulacién del caudal
y controlar la forma de onda en los perfiles, se instal6 una véalvula de aguja (Modelo 1E-NSF-08) para
cada linea de aire colocada después del regulador electroneumatico y se ajustaron manual e
individualmente mediante los datos obtenidos de los sensores de presion para obtener la amplitud
deseada, y manteniendo su posicion fija cuando se encontré la forma deseada.

Por otra parte, la secuencia de contracciones se modificé manteniendo un tiempo de activacion
para la electrovalvula A de 10 s, seguido de un tiempo de espera de 2s y posteriormente un tiempo de
activacion para la electrovalvula B de 7s y por ultimo un tiempo de espera de 1s. Los tiempos de
espera se implementaron para evitar un fendémeno de succion de la membrana B hacia la cdmara A.

IV.IV. Implementacion de resistencias eléctricas y sensado de

temperatura.

Un punto importante era cubrir el requerimiento de operar a 37°C para imitar la temperatura
corporal, por lo que se hizo un conjunto de barrenos en la tapa inferior de cada cdmara hidroneumatica
para colocar una resistencia de 1000 W (Figura 33), también en el cuerpo de cada cadmara
hidroneumatica se realiz6 un barreno para colocar un termistor, estos dispositivos permitiran regular
la temperatura mediante el uso de un termostato (W1209, Robotlink).
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Figura 33. Implementacién de un sistema de calentamiento y monitoreo de temperatura a las cAmaras
hidroneumaticas.

Por otra parte, se realizo un redisefio de la tapa superior (Figura 34.a) y se fabricé mediante un
proceso de manufactura aditiva de rociado de material (Veroclear, Figura 34.b), con el objetivo de
colocar los instrumentos para medir la temperatura del contenido gastrico al interior del modelo,
mediante un termometro de mercurio (Figura 34.1); la presion, mediante un catéter de manometria
esofagico (Figura 34.2); y se afiadieron dos puertos restantes para introducir alimentos o jugo gastrico
(Figura 34.3).
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Figura 34. Modificacién de la tapa superior para ingresar los instrumentos de sensado de temperatura y presion. a)
Render del disefio de la tapa superior; b) Pieza final fabricada mediante manufactura aditiva. 1. Puerto de entrada
para el catéter manomeétrico; 2. Puerto de entrada para el termémetro de mercurio; 3. Puerto de entrada para
introducir alimentos o jugo gastrico.

Un punto importante de la digestion gastrica es el vaciado gastrico hacia el duodeno y los
cambios de pH que se realiza durante el proceso. Estos dos parametros son fundamentales al momento
de realizar ensayos in vitro, por lo tanto, era fundamental instalar dos sistemas: uno de medicién de
pH para reportar los cambios de pH durante los ensayos; e implementar un canal de salida para regular
e imitar el vaciado gastrico mediante una valvula de tres vias. Se realiz6 una modificacién en la tapa
inferior del modelo (Figura 35.a), la cual se modificé para tener un puerto de entrada (Figura 35.a.1)
y uno de salida (Figura 35.a.2): el puerto de entrada se utiliza para colocar una sonda de pH (FC240B,
Hanna Instruments) de 1cm de diametro acoplado a un medidor de pH (modelo 407228, Extech
Instruments); y el puerto de salida es un canal interno en la tapa que comunica la parte baja del modelo
con la salida disefiada para que se realice el proceso de vaciado y sea regulado manualmente por una
valvula de tres vias (Figura 35.b.3).
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Figura 35. a) Vista de seccion media del redisefio de la tapa inferior; b) Tapa inferior fabricada mediante
manufactura aditiva. 1. Entrada para la sonda de pH; 2. Canal para imitar el conducto pilérico; 3.
Implementacién de una valvula de tres vias para regular el vaciado gastrico.

IV.V. Protocolos de experimentos en el modelo gastrico 1V-DGS

Para evaluar el comportamiento mecéanico del modelo gastrico IV-DGS se plantearon los
siguientes tres experimentos: el primer experimento se enfoco en realizar una prueba de mezcla para
determinar el tiempo de difusion de azul de metileno a través de soluciones de agua destilada con
diferentes concentraciones de goma guar y mediante un analisis de imagenes determinar si se llevaba
a cabo la difusién en todo el modelo gastrico IV-DGS. El segundo experimento se hizo para estudiar
el tiempo de estabilizacion del pH y el vaciamiento gastrico, basado en el trabajo desarrollado
reportad por Minekus et al., (1995) el cual fue disefiado para imitar el transito rapido (llamado asi por
el tiempo de residencia gastrica). El tercer experimento se disefid para realizar pruebas de
desintegracion de alimentos y se implementaron siguiendo una metodologia similar a la reportada por
Kong & Singh, (2010).

1\VV.VI-1 Pruebas de mezclado

Varios modelos, tanto gastricos como intestinales utilizan diversas concentraciones de agua con
goma guar para observar el efecto de la viscosidad en términos ya sea de mezcla o vaciado gastrico
(Lietal., 2019; Tharakan et al., 2010; Wright et al., 2016), por lo que se plante6 un conjunto de seis
experimentos considerando agua destilada y cinco soluciones de goma guar con las siguientes
concentraciones: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1% m/v, las cuales son utilizadas generalmente en los ensayos
anteriormente mencionados. Para obtener la masa de goma guar para cada concentracién, lo primero
fue establecer el volumen para los ensayos, que se establecié como un volumen de 150mL, evitando
el llenado completo del simulador para prevenir el poco transporte de masa entre las membranas del
simulador. Una vez establecido el volumen, se empled la Ec. 2 para calcular la masa de goma guar
para cada concentracién. La Tabla 2 muestra la masa de goma guar utilizada para cada concentracion:

masa del soluto g

%™/, = 100 *

Ec. (2)

volumen de la solucion mL
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Tabla 2. Tabla de relacion de concentracidn de la solucidon (m/V) y la masa de goma guar empleada.

Concentracion de la Masa de goma guar

solucién

0.2% 0.3g
0.4% 06g
0.6% 09g
0.8% 129
1% 1549

La masa de goma guar fue pesada en una balanza analitica, y la mezcla se realizo6 con la ayuda de
un agitador magnético con placa de calentamiento a través de un vaso de precipitado que contenia
150 mL de agua destilada precalentada a 37 °C y mediante un termdémetro de mercurio se monitoreo
la temperatura. La masa de goma guar fue suministrada lentamente utilizando un colador mientas se
mantenia activada el calentamiento en la placa y la agitacion en el vaso mediante un agitador
magnético (Mosca). El colador fue utilizado para evitar la formacion de grumos en la mezcla que
pudieran interferir en los experimentos de difusion (Figura 36).

Figura 36. Mezcla de las soluciones: a) Sin utilizar colador (formacién de grumos); b) Utilizando colador para
evitar la formacién de grumos.
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Figura 37. Suministro de las soluciones de goma guar al modelo gastrico IV-DGS.

Una vez obtenida la solucién deseada, para cada ensayo, se introdujo al modelo mediante la tapa
superior (Figura 37). Lon ensayos se programaron para realizar tres contracciones por minuto con el
fin de simular la frecuencia de las contracciones cuando el estdmago se encuentra en la fase de
alimentacion; y la amplitud de presion maxima se ajusté entre un rango de 25 - 30 mmHg; donde el
perfil de presion se registro utilizando un osciloscopio de sefial mixta Tektronix MSO-2024B.

Para la dosificacion del azul de metileno se utilizo una probeta y una bomba peristéltica conectada
a uno de los puertos de entrada afiadidos a la tapa superior para dosificar 1 mL al interior del modelo.
Se evito usar una jeringa ya que el operador no puede controlar la fuerza de dosificacion al interior y
se puede promover la difusiéon no deseada.

La caracteristica transltcida del modelo géstrico IV-DGS permiti¢ visualizar la disolucion del azul
de metileno a través del agua y las cinco soluciones acuosas de goma guar, en donde para cada
experimento se grabo un video y se empled un analisis de imégenes utilizando el software ImageJ. El
proceso finalizé cuando se observo un color homogéneo y se registro el tiempo parea cada solucion.

IV.VI-11 Pruebas de vaciamiento géastrico y medicion de pH

Para evaluar si el modelo gastrico 1V-DGS proporciona un comportamiento similar a las
condiciones de pH presentados durante la digestion y los perfiles de vaciado gastrico segln estudios
in vivo, se realizd un experimento de acidez y vaciado gastrico utilizando leche como alimento
(Nutrileche, Mex.).

Para programar la tasa de vaciado géstrico se utilizaron los parametros reportados por Minekus et
al., (1995) para obtener el volumen en mL por minuto para extraer del modelo gastrico. Los
pardmetros empleados para programar la ecuacion de Elashoff (Ec. 1) fueron: ti> de 77 min. y =
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1.65 (que es el pardametro que permite describir como es la forma de la curva y describir si hay algin
transito répido solo para liquidos, un transito lento para comidas con alto cal6rico o alguna
enfermedad relacionada con la motilidad gastrica y que es determinado mediante estudios in vivo).

_(%)B
f=1-2 " Ec. (1)

En la Figura 38 se muestra la grafica del porcentaje de retencion de leche en el estdmago para un
transito rapido de acuerdo a Minekus et al., (1995), y la Figura 39 muestra el perfil de vaciado en el
simulador gastrico para 200 mL de leche.
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Figura 38. Grafica de porcentaje de retencion vs tiempo de residencia para un transito rapido en el estmago
empleando la ecuacion de Elashoff.

42



Tasa de vaciado en el estdmago
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Figura 39. Tasa de vaciado de leche para el modelo gastrico 1V-DGS (200 mL), empleando la ecuacion de Elashoff.

Para simular esta condicion de transito rapido en el modelo gastrico 1V-DGS, se utiliz6 200 mL
de leche (Nutrileche, Mex.) el cual fue suministrado en la parte superior del modelo; el modelo se
programé para realizar tres contracciones por minuto y una amplitud de presion entre 18-30 mmHg,
para simular el jugo gastrico se emple6 80 mL de HCI 5M diluido en agua destilada (pH 1.5), que se
agreg6 desde la tapa superior del modelo gastrico IV-DGS usando una bomba peristaltica con una la
tasa de secrecién de 0.5 mL/min durante la primera hora y 1 mL/min la hora restante. El vaciado
géstrico se realizo con la salida implementada en la tapa inferior para imitar el esfinter pilérico, al
cual se le conecto una valvula de tres vias para regular el vaciado de la leche del modelo y depositarlo
en una probeta graduada para cuantificar la tasa de vaciado por minuto. En este experimento se realizd
la medicion de pH en intervalos de 5 minutos.

IV.VI-111 Pruebas de desintegracion de alimentos

Para estudiar la desintegracion de alimentos solidos realizada en el modelo géstrico 1V-DGS por
la interaccion entre particulas sélidas debido al flujo de propulsién y retropulsion, y la desintegracion
guimica, y compararlo con la desintegracion que se lleva a cabo en los métodos estaticos (con y sin
agitacion) se llevo a cabo una serie de cuatro experimentos usando dos comidas diferentes, meldn
para un experimento y salchicha cocida (San Rafael) para los tres experimentos restantes; para ello
se propuso el siguiente protocolo:

1.- Preparacion de la comida.

Como se menciono anteriormente se utilizaron dos comidas para realizar cuatro experimentos. El
primer experimento consistié en cortar 48 g de meldn en cubos con dimensiones entre 4 a 5 mm
(Figura 40.1) de acuerdo con la metodologia similar reportada por Kong & Singh, (2010). El segundo
experimento consistié en hervir salchicha (San Rafael, Mex.) y cortarla de igual manera en cubos,
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haciendo una porcién de 48 g (Figura 40.2). Para el tercer experimento se cortaron 48 g de salchicha
hervida en cubos y se machacé en un mortero por dos minutos para simular la masticacion de la boca
(Figura 40.3). Finalmente, para el cuarto experimento se empled la salchicha masticada y a la solucién
de jugo gastrico simulado se afiadio pepsina (Figura 40.4).

Meétod 1é

2 e'l? o Método Modelo gistrico
estatico estitico IV-DGS
sin agitacién con agitacién

e\g Bk

Figura 40. Comidas empleadas para el procesamiento en el método estatico sin agitacién, método estatico con
agitacion y el modelo gastrico 1V-DGS. 1) Meldn cortado en cubos; 2) Salchicha cortada en cubos; 3) Salchicha
masticada artificialmente; 4) Salchicha masticada con adicion de pepsina al jugo géstrico simulado.

2.- Fase oral

Para simular la fase oral, la comida se coloc6 en un vaso de precipitado y se afiadié 30 mL de
saliva artificial (Viarden, Co.), posteriormente se precalentd y mezcld lentamente mediante un
agitador magnético con placa de calentamiento (Figura 41), y con un termémetro de mercurio se
monitored la temperatura para no exceder los 37 °© C para imitar la temperatura corporal.
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Figura 41. Preparacion de la fase oral. Mezcla del alimento con saliva artificial.

3.- Procesamiento gastrico

El procesamiento gastrico se llevd a cabo mediante un proceso en el que se mantuvieron
condiciones estaticas (con y sin agitacion) manteniendo un pH constante entre 2 - 2.5, cuando se
excedi6 el valor de 2.5, se adicioné 1 mL de HCI con una probeta graduada y para el caso con
agitacion, se mantuvo una agitacion menor a 100 revoluciones por minuto utilizando una mosca. Para
implementar las condiciones dinamicas de la digestion géstrica, se emple6 el modelo géstrico V-
DGS, simulando tres contracciones por minuto con una amplitud méxima entre 18 - 30 mmHg y de
igual forma mantenia un pH constante entre 2 - 2.5, y se afiadié 1 mL de HCI 5M diluido con agua
destilada (pH 1.5) empleando una bomba peristéltica, cuando se excedi6 el valor de 2.5. Para cada
procesador la digestion gastrica simulada tuvo una duracién de dos horas.

La preparacion del jugo gastrico simulado se conformd mediante una solucion compuesta por 80
mL de HCI 5M diluido con agua destilada (pH 1.5), la cual se afiadi6 al alimento deseado a procesar
mezclado con saliva, se agitd lentamente (Figura 42) y se precalenté a 37 °C, posteriormente se
introdujo al procesador deseado (modelo gastrico 1V-DGS, modelo estatico sin agitacion, modelo
estatico con agitacion). Para la realizacion del cuarto experimento, al jugo gastrico simulado se afiadié
0.33 g de pepsina géastrica porcina (Sigma- Aldrich) empleado para los alimentos con salchicha (cubos
y masticado), con el objetivo de analizar el efecto de la descomposicién quimica.
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Figura 43. Simulacion gastrica empleando el método estatico.
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Figura 44. Simulacion géastrica empleando el modelo gastrico IV-DGS, (Montalvo Gonzélez, 2021).

4.- Preparacion de la masa procesada.

Una vez terminado el proceso de digestion simulada, se realizé la separacion de la masa procesada
de los liquidos empleando una tela de nailon (Figura 45), con un tamafio de poro promedio de 133
pm, que fue medido mediane el software ImageJ (Tabla 3). Esta tela se colocé en la parte superior de
un vaso de precipitado, y por gravedad se realizo la separacion del liquido y las particulas sélidas de
la masa procesada (Figura 46). Una vez separada la masa, se colocé en un acetato junto a la masa de
control separada previamente, para proceder con la deshidratacion de las muestras.
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Figura 45. Imagen de los tamafios de poro utilizados para la separacion de la comida y el liquido gastrico.

Tabla 3. Valores de poro medidos mediante el software ImageJ.

Tamafio de poro

Muestra  pm

103.03
102.85
152.27
159.52
148.69
Promedio 133.27

~N o o1 b~
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Figura 46. Proceso de separacion de las particulas sélidas con los liquidos procesados.

5.- Medicion de la pérdida de masa

La masa de control (Figura 47.a) y la masa procesada (Figura 47.b) se colocaron en un horno de
conveccién a 70 °C durante cuatro horas. Concluido el proceso de deshidratacion (Figura 48), se
pesaron tanto la masa de control (Figura 48.a) como la masa procesada (Figura 48.b) en una balanza
analitica para cuantificar la pérdida de masa.

Figura 47. Comida antes del proceso de deshidratacion: a) Masa de control; b) Masa procesada.
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Figura 48. a) Masa de control deshidratada; b) Masa de control deshidratada.

IV.VI1.Modelo intestinal
IVV.VII-1 Desarrollo del modelo intestinal

Uno de los objetivos es desarrollar un modelo in vitro del intestino delgado, y mediante el empleo
de dos actuadores suaves realizar la actividad contractil del intestino para imitar los movimientos de
segmentacion, y por medio de una membrana porosa, imitar el transporte intestinal. Una de las
dificultades fue imitar toda la longitud el intestino delgado asi como cada una de sus fases, por lo que
en una primera etapa el trabajo se enfoco en desarrollar la primera etapa del intestino delgado (el
duodeno), que es el segmento mas corto con un tamafio aproximado entre 25-30 cm de largo, el cual
se encarga de neutralizar el quimo proveniente del estomago mediante los movimientos contractiles
del intestino delgado (movimientos de segmentacion) con las secreciones de las sales biliares y las
enzimas pancredticas simuladas, ademas de imitar la absorcién de nutrientes.

IV.VII-1. | Especificaciones del modelo intestinal
De acuerdo con la informacion obtenida de los estudios in vivo y la literatura encontrada acerca

de las condiciones anatémicas y fisiolégicas del intestino delgado, se establecen los requerimientos
adecuados para simular la motilidad intestinal y el trasporte molecular. Dichos requerimientos se
presentan a continuacion:

e Emular las presiones presentadas durante la digestion intestinal.

e Emular la frecuencia de contracciones de segmentacion.

e Emular la temperatura corporal en el sistema.

e Emular los cambios de pH durante la digestion intestinal.

e Permitir el control sobre la frecuencia de las contracciones de segmentacion.

e Emular la concentracion y la tasa de adicion de enzimas y sales biliares.
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e Emular el transito y los tiempos de transito intestinal

o Emular el trasporte intestinal para imitar la absorcion.

IV.VII-1. 1l requerimientos del modelo intestinal
e Rango de operacidn de la presion para el segmento del duodeno: 25-40 mmHg + 5 mmHg
(Connell, 1961; Magbool et al., 2009).
e Frecuencia de 12 contracciones por minuto (Connell, 1961).
e Operara37°C=x0.5°C.
¢ Rango de operacion del pH 1.2-7 (Magbool et al., 2009).

IV.11-11 Propuesta de disefio del modelo intestinal

Con el objetivo de realizar el segmento mas corto del intestino delgado (Duodeno, Figura 49) se
propuso el siguiente disefio que cuenta con 5 camaras independientes (Figura 50), con una longitud
de 6 cm y un diametro de 3 cm aproximadamente (Figura 51), con el objetivo de imitar el mezclado
Ilevado a cabo por las contracciones de segmentacion.

--~

Duodeno
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Figura 49. Anatomia del intestino delgado, imagen adaptada de (Telleen, n.d.).
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Figura 50. Propuesta de disefio del modelo intestinal.
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Figura 51. Propuesta de cada camara del modelo intestinal.

Al igual que se realizan las contracciones en el modelo gastrico IV-DGS, la propuesta para generar
los movimientos de contraccion en el modelo del intestino delgado se basa en el uso de membranas
flexibles, y por medio de la presurizacion alterna de agua realizar las contracciones de segmentacion
mediante la secuencia propuesta en la Figura 52, en la cual las camaras con nimero non se presurizan
en conjunto, mientras que las cAmaras con numero par se despresurizan (Figura 52, secuencia 1),
posteriormente esta secuencia se alternara, y las cdmaras con nimero par se presurizan mientras que
las cdmaras con nimero non se despresurizan (Figura 52, secuencia 2). De esta forma se imitan las
contracciones concéntricas no adyacentes de las contracciones de segmentacion.

Secuencia 1

e P R L LT ] P

Secuencia 2

Figura 52. Secuencia para emular los movimientos de segmentacion en el modelo intestinal.

IV.VII-111 Fabricacion del modelo intestinal

Se realiz6 un primer prototipo fabricando las camaras en vidrio (Figura 53), en las extremidades
se colocaron juntas esmeriladas y por medio de bridas fabricadas por medio manufactura aditiva
(Material jetting, Connex, fabricada de dos diferentes materiales (Figura 54), en la parte exterior de
la brida se emple6 un material rigido y en la parte interna un material flexible con el objetivo de evitar
facturar la camara de vidrio al momento de cerrar la brida (Figura 55).
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Figura 53. Primer prototipo de vidrio del modelo intestinal.
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Figura 54. Disefio de las bridas para la unién de las cAmaras del modelo intestinal.

a)

Material
rigido

Material

flexible

Figura 55. Fabricacion de las bridas mediante manufactura aditiva.

Se realizé el ensamblado del prototipo de vidrio colocando las bridas entre las juntas esmeriladas
para hacer la union del prototipo (Figura 56). Posteriormente se hizo un analisis de fuga de agua entre
la union de las cAmaras donde se colocaron las bridas, colocando en la parte inferior un globo para
contener el agua (Figura 57) y mediante una inspeccion visual se determiné que en la junta no habia
fuga.
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Figura 57. Analisis de fuga de agua en el prototipo intestinal.

Después de llevar a cabo la prueba de sellado e inspeccion de fuga de agua, una problematica que
enfrentaba el disefio fue la dificultad de colocar las membranas flexibles al interior del modelo. Por
lo tanto, se hizo un redisefio en la parte de la union entre camaras. Para ello el modelo propuesto se
modificé en sus extremidades con geometrias de tipo junta tri-clamp para poder hacer la unién entre
las camaras mediante una abrazadera de acero inoxidable y un orificio para colocar un o ‘ring para
mejorar el sello y evitar la fuga de agua al realizar la union (Figura 58).
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Figura 58. Redisefio del prototipo intestinal.

En esta propuesta de disefio, al interior de cada cAmara se propuso colocar una membrana flexible
gue actuard como un actuador blando para emular las contracciones de segmentacion por medio la
contraccion alterna de agua circundante entre la membrana flexible y las camaras del modelo; y, para
imitar el transporte intestinal, al interior de cada membrana flexible se colocard una membrana de
dialisis semipermeable de celulosa para imitar la absorcion intestinal (Figura 59.a). Para garantizar el
acoplamiento de la membrana de celulosa, la cdmara y el actuador flexible se disefié un cople para
permitir la unién entre estos elementos (Figura 59.b).

Membrana Flexible
a)

b)

Cople

Membrana de Dialisis

Figura 59. Propuesta de disefio del modelo intestinal: a) Configuracidon al interior de la camara; b) Cople flexible
para hacer la unién entre la membrana flexible y la membrana de dialisis.

Para realizar la fabricacién del prototipo intestinal, se emple6 el proceso de vacuum casting. Para
el primer paso se disefié el modelo de la camara intestinal mediante un software CAD y se elabor¢ la
pieza maestra mediante manufactura aditiva empleando un proceso de extrusion de material con ABS
(Figura 60.1); también, mediante el mismo proceso, se fabricaron los moldes para realizar los
corazones removibles (Figura 60.2), con el objetivo de removerlos al final del proceso y crear la
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geometria hueca de las cAmaras, los corazones se fabricaron empleando caucho de silicon Ecoflex
00-30 (Smooth On Inc., Figura 60.3). Se realizd el molde de la pieza maestra (Figura 60.4) empleando
el material TC-5040 de la compafiia BJB Enterprises para fabricar las 5 camaras que constituyen al
modelo empleando la resina transparente Crystal Clear 220 30 (Smooth On Inc.), para obtener la
camara final del prototipo intestinal (Figura 60.5, Figura 61).

Figura 60. Fabricacion del prototipo intestinal. 1) Pieza maestra del modelo intestinal; 2) Molde para el corazén; 3)
Corazdn hecho de silicon Ecoflex 00-30 (Smooth on Inc.); 4) Molde de la pieza maestra hecho de silicén (TC-5040,
BJB enterprises); 5) Pieza final del cAmara intestinal fabricado con resina Crystal clear 220 (Smooth on Inc.).

56



Figura 61. Prototipo final de la camara intestinal.

Mediante un proceso de fabricacion aditiva de extrusion de material se elaboro el cople (Figura
62.a) con el material TPU (Zflex) que permite la union de la membrana flexible, la membrana
semipermeable y las cAmaras del modelo. Para obtener un mejor sellado, cada cople fabricado se
recubrié de silicon Ecoflex 00-30 (Smooth On. Inc.). De igual manera mediante un proceso de
extrusion de material empleando ABS como material, se elaboraron los moldes para crear las
membranas flexibles usando un caucho de silicon Ecoflex 00-30 (Figura 62.b).

Figura 62. Fabricacion del modelo intestinal: a) Coples son bafio de silicon Ecoflex 00-30 (Smooth on Inc.); b)
Moldes y membranas flexibles fabricadas mediante caucho de silicon Ecoflex 00-30 (Smooth on Inc.).

Para validar el transporte intestinal, en primera instancia se usé tripa de coldgeno como membrana
para realizar las primeras pruebas de concepto utilizando los coples y un hilo para hacer la unién de
estos elementos. Posteriormente se hizo el ensamblado final del prototipo uniendo las camaras del
modelo mediante una abrazadera de acero inoxidable (Figura 63.1), al interior de cada camara (Figura
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63.2) se colocd la membrana flexible (Figura 63.4), el cople (Figura 63.3) y una membrana de
colageno (Figura 63.5).

Figura 63. Ensamble final del modelo intestinal. 1) Abrazadera de acero inoxidable; 2) Camara intestinal; 3)
Cople; 4) Membrana flexible; 5) Membrana de colageno.
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Capitulo V. Resultados y discusion de resultados.

V.l. Resultados de mezclado y perfiles de presion

Para validar el tiempo de disolucidn, se determind la homogeneidad de la mezcla mediante un
método de colorimetria (Cabaret et al., 2007), y para ello se realiz6 en un analisis de imagenes
utilizando el software ImageJ. De los videos grabados se obtuvo un conjunto de imégenes mediante
el software VLC, para extraer imagenes de cada experimento, de las cuales se eligieron un conjunto
de iméagenes del inicio del experimento, tiempo medio del experimento y final del experimento donde
habia difusion completa del azul de metileno a traves de la solucion. de la difusion, en la Figura 64
se muestran las capturas de imagenes para el experimento de difusién, con una con una concentracién
de 0.2% de goma guar en tres diferentes tiempos.

Solucion goma guar 0.2% (m/v)

Figura 64. Capturas de pantalla para el experimento de difusion para una solucion de goma guar del 0.2 %,
imagen adaptada de (Donis-Rabanales et al., 2022).

Las imagenes se analizaron utilizando el software de procesamiento de imagenes ImageJ, donde
se traz6 una region de interés (RI) de 30 pixeles de diametro por membrana en cada camara. Cada
region de interés se ubicé en una posicion especifica de la membrana de cada camara donde los
reflejos de luz o las irregularidades de la superficie no afectaran al analisis; luego se ejecutd la
herramienta de analisis de histograma de intensidad para realizar el analisis de las imagenes, se tomd
en cuenta los valores obtenidos en las regiones de interés entre el inicio y el final de cada prueba,
utilizando el valor medio de la intensidad (unweighted) para determinar la homogeneidad del proceso
de mezclado (Cabaret et al., 2007). Esta intensidad se calcula convirtiendo cada pixel a escala de
grises usando la férmula gris = (rojo + verde + azul) /3, y el valor de intensidad (unweighted) describe
la intensidad de gris de una escala de grises de 8 bits 7 (256 intensidades posibles diferentes: donde
0 es negro y 255 es blanco). Por lo tanto, si ambas regiones de interés de la membrana en la cdmara
Ay camara B tuvieran el mismo color, el valor medio de la intensidad de ambas regiones deberia ser
similar.

Se realizo el analisis de imagenes para determinar la difusion del azul de metileno en las soluciones
de goma guar, el primer caso fue para la concentracion de 0.2% m/v, la intensidad media (unweighted)
al inicio del experimento en la RI para la membrana A (Figura 65.a) fue de 143 y 141 para la
membrana B (Figura 65.b); mientras que al realizar el analisis para el tiempo medio del experimento
estos valores en la RI para la membrana A (Figura 66.a) fue de 66 y 121 para la membrana B (Figura
66.b); y para el tiempo final cuando se observo la difusion en ambas camaras estos valores en la RI
para la membrana A (Figura 67.a) fue de 86 y 84 para la membrana B (Figura 67.b). Los valores
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similares obtenidos al inicio del experimento (143,141) y al final del experimento (86,84), muestran
que mediante el andlisis realizado a través del software ImageJ, se obtienen un tono similar en ambas
regiones, por lo que mediante este método podemos validar que se realiz6 la difusion del azul de
metileno a través de la solucién de goma guar en ambas membranas. Caso contrario en el tiempo
medio del experimento, en el cual estos valores discrepan (66, 121) por lo que indica que la tonalidad
es diferente y en ese momento la difusion del azul del metileno no se ha logrado en la regién de la
membrana B. Por otra parte, la Figura 68, muestra la gréfica de presion registrada durante este
experimento, donde la amplitud maxima fue de aproximadamente 18 mmHg para la etapa de
propulsion y de aproximadamente 11 mmHg para la etapa de retropulsion.
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Figura 65. Regiones de interés para el analisis de la difusion al inicio del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcidn de histogramas (concentracion 0.2% goma guar): a) Region de interés (RI) para la
membrana A; b) Regién de interés (RI) para la membrana B.
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Figura 66. Regiones de interés para el andlisis de la difusion a la mitad del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcion de histogramas (concentracion 0.2% goma guar): a) Region de interés (RI) para la

membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.
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Figura 67. Regiones de interés para el analisis de la difusion al final del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcion de histogramas (concentracion 0.2% goma guar): a) Region de interés (RI) para la
membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.
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Figura 68. Perfil de presion obtenido para el experimento de difusién con una concentracion de goma guar de
0.2%.
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La Figura 69 muestra las capturas de pantalla de inicio, mitad y final del experimento para la
difusion del azul de metileno en una solucion con una concentracion de 0.4%

Solucion goma guar 0.4 % (m/v)

t=200s

Figura 69. Capturas de pantalla para el experimento de difusién para una solucién de goma guar del 0.4 %.

El segundo caso, para la concentracion de 0.4% m/v, en donde la intensidad media (unweighted)
al inicio del experimento en la RI para la membrana A (Figura 70.a) fue de 130 y 139 para la
membrana B (Figura 70.b); y para el tiempo final estos valores en la Rl para la membrana A (Figura
71.a) fue de 37 y 40 para la membrana B (Figura 71.b).
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Figura 70. Regiones de interés para el analisis de la difusion al inicio del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcién de histogramas (concentracion 0.4% goma guar): a) Regién de interés (RI) para la
membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.
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Figura 71. Regiones de interés para el analisis de la difusion al final del experimento, empleando el software

ImageJ a través de la funcion de histogramas (concentracion 0.4% goma guar): a) Region de interés (RI) para la

membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.

La Figura 72, muestra la gréafica de presion registrada durante este experimento, donde la amplitud
méxima fue de aproximadamente 18 mmHg para la etapa de propulsion y de aproximadamente 11

mmHg para la etapa de retropulsion.
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Figura 72. Perfil de presion obtenido para el experimento de difusién con una concentracion de goma guar de
0.4%.

La figura 73 muestra las capturas de pantalla de inicio, mitad y final del experimento para la
difusion del azul de metileno en una solucion con una concentracion de 0.6%

Solucion goma guar 0.6 % (m/v)

f=s ' t=600s £=1931 &

Figura 73. Capturas de pantalla para el experimento de difusion para una solucion de goma guar del 0.6 %.

En el tercer caso, para una concentracion de 0.6% m/v, la intensidad media (unweighted) al inicio
del experimento en la RI para la membrana A (Figura 74.a) fue de 130 y 139 para la membrana B
(Figura 74.b); y para el tiempo final estos valores en la Rl para la membrana A (Figura 75.a) fue de
37y 40 para la membrana B (Figura 75.b).
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Figura 74. Regiones de interés para el analisis de la difusion al inicio del experimento, empleando el software
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ImageJ a través de la funcion de histogramas (concentracion 0.6% goma guar): a) Region de interés (RI) para la

membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.
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Figura 75. Regiones de interés para el analisis de la difusion al final del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcidn de histogramas (concentracion 0.6% goma guar): a) Region de interés (RI) para la
membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.

La Figura 76, muestra la gréafica de presion registrada durante este experimento, donde la amplitud
méaxima fue de aproximadamente 24 mmHg para la etapa de propulsion y de aproximadamente 15
mmHg para la etapa de retropulsion.
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Figura 76. Perfil de presion obtenido para el experimento de difusién con una concentracion de goma guar de

0.6%.

La figura 77 muestra las capturas de pantalla de inicio, mitad y final del experimento para la
difusion del azul de metileno en una solucion con una concentracion de 0.8%.

Soluciéon goma guar 0.8 % (m/v)

t=i0s

Figura 77. Capturas de pantalla para el experimento de difusion para una solucion de goma guar del 0.8 %.

De igual manera, se realizo el andlisis de imagenes para el cuarto caso, para la concentracion de
0.6% ml/v, la intensidad media (unweighted) al inicio del experimento en la Rl para la membrana A
(Figura 78.a) fue de 131 y 121 para la membrana B (Figura 78.b); y para el tiempo final estos valores
en la RI para la membrana A (Figura 79.a) fue de 30 y 34 para la membrana B (Figura 79.b).

68



A

4 Histogram of vicsnap-20... — O
300x246 pixels; RGB; 288K

ROB. 7 948

o

Intensity (unweighted) 255

N:812 Min: 127
Mean: 131.175 Max: 150
StdDev: 2.348 Mode: 132 (165)

List| Copy | Log| Live | ReB|

¢ Histogram of vicsnap-20..  — O X
300x246 pixels; RGB; 288K

5. ROB 7 9v8

0 Intensity (unweighted) 255
N: 812 Min: 114
Mean: 122.257 Max: 137
StdDev: 4.618 Mode: 123 (92)
Value: - Count: ---

Copy | Log | Live | ReB |

Figura 78. Regiones de interés para el analisis de la difusion al inicio del experimento, empleando el software

ImageJ a través de la funcién de histogramas al inicio del experimento (concentracién 0.8% goma guar): a) Regién

de interés (RI) para la membrana A; b) Regién de interés (RI) para la membrana B.
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Figura 79. Regiones de interés para el analisis de la difusion al final del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcién de histogramas (concentracion 0.8% goma guar). a) Region de interés (RI) para la
membrana A; b) Regién de interés (RI) para la membrana B.

La Figura 80, muestra la gréafica de presion registrada durante este experimento, donde la amplitud
méxima fue de aproximadamente 21 mmHg para la etapa de propulsion y de aproximadamente 12
mmHg para la etapa de retropulsion.
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Figura 80. Perfil de presién obtenido para el experimento de difusién con una concentracion de goma guar de
0.8%.

La figura 81 muestra las capturas de pantalla de inicio, mitad y final del experimento para la
difusién del azul de metileno en una solucién con una concentracién de 1 %.

Soluciéon goma guar 1 % (m/v)

t=2700s

Figura 81. Capturas de pantalla para el experimento de difusion para una solucién de goma guar del 1 %, imagen
adaptada de (Donis-Rabanales et al., 2022).

Para el dltimo caso, para la concentracion de 1 % m/v, la intensidad media (unweighted) al inicio
del experimento en la Rl para la membrana A (Figura 82.a) fue de 136 y 147 para la membrana B
(Figura 82.b); y para el tiempo final estos valores en la RI para la membrana A (Figura 83.a) fue de
15y 23 para la membrana B (Figura 83.b).
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Figura 82. Regiones de interés para el analisis de la difusion al inicio del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcién de histogramas (concentracion 1% goma guar): a) Region de interés (RI) para la
membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.
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Figura 83. Regiones de interés para el analisis de la difusion al final del experimento, empleando el software
ImageJ a través de la funcion de histogramas (concentracion 1 % goma guar). a) Region de interés (RI) para la
membrana A; b) Region de interés (RI) para la membrana B.

La Figura 84, muestra la gréafica de presion registrada durante este experimento, donde la amplitud
méxima fue de aproximadamente de 19 mmHg para la etapa de propulsion y de aproximadamente 12
mmHg para la etapa de retropulsion.
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Figura 84. Perfil de presion obtenido para el experimento de difusiéon con una concentraciéon de goma guar de 1%.
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La Tabla 4 muestra el tiempo de disolucién de tres experimentos realizados para cada
concentracion de goma guar. El proceso de difusion méas rapido ocurrié para el agua y el fluido de
menor concentracion (0.2% m/v) con un tiempo promedio de 115 segundos, respectivamente. Se
produjo un tiempo de disolucién intermedio para las dos concentraciones medias (0.4 %y 0.6 % m/v),
con tiempos promedio de 471 y 1230 segundos, respectivamente. Finalmente, la figura 85 muestra
los tiempos promedios para cada solucion, para los dos fluidos de mayor concentracién (0.8% y 1%
m/v), los tiempos promedio fueron de 1726 y 2100 segundos, respectivamente.

Tabla 4. Tiempos obtenidos mediante los ensayos de difusion a través de las soluciones de goma guar.

Concentracion

(m/v) Tiempo (s) Promedio
PruebaA 70

0.20% PruebaB 180 115.00
Prueba C 95
Prueba A 420

0.40% Prueba B 815 471.67

Prueba C 180
Prueba A 1231

0.60% Prueba B 1320 1230.33
Prueba C 1140
Prueba A 1698

0.80% Prueba B 1742 1726.67
Prueba C 1740
Prueba A 1653

1.00% Prueba B 1980 2011.00
Prueba C 2400
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Figura 85. Tiempo promedio de la disolucién del azul de metileno en las soluciones de goma guar (lo bigotes
representan los maximos y minimos), imagen adaptada de (Donis Rabanales, 2018).

Uno de los objetivos de estos experimentos fue también analizar el impacto en el proceso de
disolucion por el flujo de propulsién y retropulsién generado por las contracciones simuladas
mediante el modelo gastrico 1V-DGS y observar si se generaba una difusion a través de todo el
contenido al interior de las membranas en el modelo. Otro punto importante fueron las modificaciones
realizadas al control del sistema hidroneumatico que nos permite tener el control sobre la amplitud
de ambos flujos (propulsion Figura 86.1-2 y retropulsion Figura 86.3-4) en el perfil de presiones, asi
como de controlar el caudal en ambas cAmaras para controlar la forma de onda. Esta caracteristica
nos permitira en un futuro poder realizar analisis con diferentes amplitudes de presion como la que
se presenta en el MMC donde se alcanzan presiones mayores a 300 mmHg (Talukder & Fassihi,
2004) en la fase de ayuno o simular algun trastorno de la motilidad digestiva como la gastroparesia
la cual es una enfermedad que afecta a la motilidad gastrica.
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Figura 86. Perfil de presién durante la disolucion de azul de metileno en la solucién de goma guar al 0.8% m/v. 1)
Comienzo de la fase de propulsidn; 2) Fin de la fase de propulsion; 3) Comienzo de la fase de retropulsion, 4) Fin
de la fase de retropulsion.

Por otra parte, se hizo un estudio reolégico sobre las 5 concentraciones de goma guar para obtener
un analisis sobre las curvas de flujo de las soluciones, usando un reémetro de estrés controlado (Anton
Paar MC-101). Estos andlisis en conjunto con los andlisis de difusion nos permiten saber los tipos de
comidas liquidas que se pueden procesar en el simulador gastrico y el tiempo esperado para lograr
una solucién homogénea. La Figura 87 muestra las curvas de flujo obtenidos, los dos fluidos con la
concentracion mas baja (0.2 y 0.4 % m/v) muestran un comportamiento newtoniano, mientras que los
fluidos que tienen una concentracion que oscila entre el 0.6 % y el 1 % se comportan como fluidos
no newtonianos, los cuales fueron modelados usando la ecuacion constitutiva del modelo cross
(modelo cruzado, Ec. 3), y los parametros para llevar el analisis se muestran en la Tabla 5.

n=1no+ky"' Ec(@d
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Figura 87. Curvas de flujo para las soluciones de goma guar, imagen adaptada de (Donis-Rabanales et al., 2022).

Tabla 5. Modelos reoldgicos de las soluciones de goma guar.

Concentracion

Modelo

de .. Parametros
reologico 2
goma guar R
0.2% miv newtoniano m = 0.01474 Pa's [0.1 - 50] s
0.4% miv newtoniano m = 0.01766 Pa‘s [0.1 - 50] s
ho = 0.1346 Pa-s
0.6% m/v Modelo Cross k =0.0523 Pa-s 0.9912
n=0.634
ho = 2.509 Pa:s
0.8% m/v Modelo Cross k =0.2679 Pa‘s 0.9965
n=0.637
ho = 3.371 Pas
1% m/v Modelo Cross k = 0.3581 Pas 0.9967
n=0.372

Como se observa en la Figura 85, la viscosidad tuvo un impacto en el tiempo de difusion en las
concentraciones de goma guar que no tienen un comportamiento newtoniano, (0.6 % - 1% m/v)
prolongando el tiempo de difusion final a consecuencia de que los flujos y la recirculacién debido a
los flujos de propulsion y retropulsion se ven afectados por la viscosidad de la solucion, alcanzando
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tiempos mayores para realizar la difusion del azul de metileno en el interior de interior de las
membranas.

V.Il. Resultados de pH y vaciado gastrico

Una vez que se realizo el estudio de difusion y se comprob6 que se realizé la difusion a través de
todo el modelo incluso en sustancias con diferentes viscosidades, y con comportamientos tanto
newtonianos como no newtonianos, (concentraciones de goma guar de 0.6 - 1% m/v), se implementd
un experimento para analizar la capacidad del modelo géstrico 1V-DGS para imitar la descomposicion
qguimica ejercida por los jugos gastricos y la mezcla promovida por los flujos de propulsion y
retropulsion. Para ello, como se comento en la seccion IV.VI-I1, se emple6 el protocolo realizado por
Minekus et al., (1995) usando leche y se programa el vaciado gastrico conforme a la Figura 36.

La Tabla 6 muestra los cambios en el nivel de pH de 6 experimentos realizados, mientras que la
Figura 88 muestra los perfiles de la caida de pH, donde la taza de muestreo fue de una muestra cada
5 minutos. Como se puede apreciarse, al inicio se tienen valores de pH superior a los 6 debido al
efecto de amortiguamiento de la leche, este efecto de amortiguamiento es una caracteristica de los
alimentos debido a la presencia de grupos acido/base, lo que provoca una resistencia al cambio de pH
después de adiciones de acido (Mennah-Govela & Bornhorst, 2021) habiendo un retraso de
aproximadamente de 30 minutos y posterior a ello empieza la caida de pH, posiblemente este retraso
también esté relacionado por la ausencia de la fase cefalica del estomago en la cual hay un contenido
aproximado de 25-30 mL de jugos gastricos, aproximadamente al minuto 70 la dispersion de los datos
se empieza a estabilizar, y ya después de los 120 minutos se alcanzé el valor de un pH de 2 y la
tendencia se empieza a igualar entre los experimentos.
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Tabla 6. Valores de pH obtenidos en los experimentos de transito rapido y acidez gradual de la leche.

Min. pH pH 2 pH 4 pH 5 pH 6
0 5.02 6.46 6.5 6.51 6.41
5 4.98 6.45 6.5 6.48 6.47
10 4.93 6.43 6.5 6.48 6.45
15 4.92 6.43 6.5 6.47 6.45
20 4.87 6.43 6.5 6.47 6.45
25 4.82 6.42 6.49 6.48 6.43
30 4.66 6.34 6.49 6.1 6.31
35 4.27 5.44 6.47 5.9 5.48
40 3.57 4.69 6.26 531 4.66
45 3.06 4.56 5.72 4.62 3.99
50 2.64 3.71 5.04 4.17 3.64
55 2.33 3.65 4.18 4.08 3.34
60 2.18 3.42 3.88 3.97 3.14
65 2.04 3.09 3.32 3.76 2.943
70 1.98 3.09 3.04 3.53 2.65
75 1.91 291 3.16 3.32 2.35
80 1.86 2.74 3.16 2.89 2.2
85 1.81 2.33 291 2.7 2.16
90 1.76 2.27 2.84 2.55 2.15
95 1.73 2.08 2.8 2.4 2.08
100 1.7 1.97 2.75 2.28 2.02
105 1.66 1.9 2.6 2.05 1.96
110 1.63 1.86 2.49 2 1.9
115 1.61 1.78 2.29 1.97 1.87
120 1.59 1.66 2.2 1.89 1.83
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Figura 88. Perfiles de pH obtenidos durante las pruebas de transito rapido empleando leche como alimento.

La Tabla 7 muestra los valores de pH gastrico observados in vivo después de la ingestion de leche
(Minekus et al., 1995), y los valores promedio de pH de los 6 experimentos obtenidos en el modelo
gastrico IV-DGS vy la Figura 90 muestra la comparacién de los perfiles de pH obtenidos in vivo y en
modelo IV-DGS .

Tabla 7. Comparacion de los valores de pH obtenidos en estudios in vivo (Minekus et al., 1995) y en el simulador
gastrico 1V-DGS.

Tiempo pH in Vivo pH Modelo

Estémago gastrico IV-DGS
0 4.8 6.18
5 4.5 6.18
20 4.2 6.14
40 2.8 4.898
60 2.1 3.318
90 1.8 2.382
120 1.7 1.834
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Figura 89. Comparacion de los perfiles de pH con los datos in vivo y los datos obtenidos en el simulador géastrico
IV-DGS.

Se observa en la Figura 89 que el perfil de la curva de la caida de pH tanto en el estbmago como
en el modelo géstrico IV-DGS es similar, pero existe una diferencia en los valores iniciales, como se
mencionod anteriormente se puede deber a que no se imitd la fase cefélica del estbmago, también
posiblemente al hecho de que no se afiadio saliva artificial, o que los volimenes de leche empleados
no fueran similares conforme a los estudios in vivo, los cuales pudieran ser causantes de estos desfase
en los valores de pH al inicio, pero es importante observar que la tendencia y el comportamiento de
la caida de pH tanto en el modelo géstrico como en los estudios in vivo es similar. Estos experimentos
muestran la capacidad de generar una mezcla adecuada los alimentos con los jugos gastricos
simulados, lo cual es una caracteristica fundamental para promover la desintegracion quimica, la
estabilizacion del pH y la hidrolisis de los alimentos.

Por otro lado, como se menciond en la seccion V.V, el modelo gastrico IV-DGS se modificé en
la tapa inferior para permitir realizar ensayos de vaciado gastrico. El contenido gastrico (Leche y
HCI) se vaciaron del modelo gastrico IV-DGS de acuerdo con la Figura 91, mediante una valvula de
tres vias operada manualmente, y el contenido era depositado en una probeta graduada, donde el 50%
del contenido géastrico fue vaciado en 35 minutos y el 90% después de 100 minutos (Figura 91).
Mientras tanto, al final del experimento, solo quedo el 5% de la mezcla de leche con HCI en la seccion
del antro del estdémago. En estos experimentos se comprobd que el funcionamiento del vaciado
géstrico manual se realizé adecuadamente por lo que un trabajo a futuro seria preferible realizarlo de
manera automatica.
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Figura 90. Perfil de pH durante los experimentos de vaciamiento gastrico con leche (media de cuatro experimentos
y su desviacion estandar); y el porcentaje de retencion gastrica por el vaciado de leche siguiendo la ecuacion de
Elashoff.

V.111. Resultados de desintegracion

Para analizar el efecto del flujo gastrico en la desintegracion de alimentos, se obtuvieron los
valores de desintegracion de las cuatro comidas mencionadas en la seccion 1V.VI-111 por medio del
IV-DGS y mediante ensayos de digestion estaticos (con y sin agitacion). La Tabla 8 y la Figura 91
muestra los resultados de las mediciones de la desintegracion del meldn cortado en cubos, mientras
gue la Figura 92 presenta imagenes de las muestras procesadas después de su deshidratacion. Como
se puede observar en el porcentaje de desintegracion en los métodos estaticos los valores son
similares, por lo que el tamafio de las muestras de los cubos pudo haber influenciado en la distribucion
del flujo en el método estético con agitacién, por lo que los valores pueden ser similares. Por otra
parte, hay variaciones en los tres ensayos realizados en el modelo gastrico IV-DGS, por lo que no se
nota una tendencia, posiblemente relacionado con el método de almacenamiento del melén y la
posible pérdida de agua. Por lo anterior, como trabajo a futuro se propone realizar mas ensayos con
melén cortado en cubos para ver cuél es la tendencia.
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Tabla 8. Valores de masa del melén cortado en cubos obtenidos de la masa de control y después del procesamiento
mediante de la deshidratacion en el horno de conveccion.

Método

Melon cortado en cubos

Meétodo estatico sin agitacion

Método estatico con agitacion

Modelo géstrico

Masa de control
3.4515¢g

Masa de control
2.781 ¢

Masa de control
1.758 g
2.781¢
2.781¢g

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Masa
Procesada

1.406 g
1.5227 g
15113 g

1.169¢
1.073 g
1.127¢g

0.3869 g
0.913 g
1.337¢

Porcentaje de
pérdida de
peso

59.26%
55.88%
56.21%

57.96%
61.41%
59.47%

77.99%
67.17%
51.92%
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agitacion agitacion

Figura 91. Resultados de la desintegracion del mel6n mediante el método estatico (con y sin agitacion) y el modelo
gastrico (IV-DGS).
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Figura 92. Muestras del melon cortado en cubos después de la deshidratacion. a) Masa de control; b) Método
estatico sin agitacién; c) Método estatico sin agitacion; d) Modelo géastrico 1V-DGS.

La Tabla 9 y la Figura 93 muestra los resultados de las mediciones de la desintegracion de la
salchicha cortada en cubos, mientras que la figura 94 las muestras de la salchicha en cubos
deshidratada después de ser procesada a través de los diferentes métodos. Como se puede observar,
al igual que en los experimentos del meldn cortado en cubos, en el porcentaje de desintegracion en
los métodos estaticos los valores son similares, por lo que al igual que en el meldn, el tamafio de las
muestras de las salchichas y el reducido espacio en el vasos de precipitado dificulta el movimiento
de las particulas por el flujo promovido por la mosca de agitacion, y al no tener esta interaccién entre
particulas la desintegracién es similar en ambos métodos estaticos (con y sin agitacion), de igual
manera se nota la misma tendencia en las pruebas B y C del modelo gastrico 1V-DGS, que las
particulas tendieron a concentrarse en la membrana B dificultando la interaccion entre las particulas
asi como la desintegracion de las salchichas.

85



Tabla 9. Valores de masa de la salchicha cortada en cubos obtenidos de la masa de control y después del
procesamiento mediante de la deshidratacion en el horno de conveccion.

Método

Salchicha cortada en cubos

Método estatico sin agitacion

Método estatico con agitacion

Modelo gastrico

30.00%
25.00%
20.00%

15.00%

agitacidn

Masa de control
9.7343 g

Masa de control
10.940¢g

Masa de control
8.727 g
73169
1094 ¢

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Masa
Procesada

8.7533 g
8.2362 g
8.8512 g

10.132 g
9.529 g
9.710 g

6.623 ¢
6.534 g
9.531¢

Salchicha cortada en cubos

B Priugba A

Método estdtico

con agitacian

Porcentaje de
pérdida de
peso

10.16%
15.39%
9.07%

7.38%
12.89%
11.24%

24.11%
10.69%
12.87%

Prueba B ®Prueba C

10,00
0.00%%

Método estatico sin Modelo gastrico

Figura 93. Resultados de la desintegracion de la salchicha cortada en cubos mediante el método estatico (con y sin

agitacion) y el modelo gastrico (I1V-DGS).

86



Figura 94. Muestras de la salchicha cortado en cubos después de la deshidratacion. a) Masa de control; b) Método
estatico sin agitacion; c) Método estatico sin agitacion; d) Modelo gastrico IV-DGS.

La Tabla 10 y la Figura 95 muestra los resultados de las mediciones de la desintegracion de la
salchicha triturada, mientras que en la Figura 96 se muestra la masa procesada de este experimento
con masticacion simulada después de ser deshidratada. En estos experimentos ya se puede observar
el impacto de la desintegracién promovida por los flujos generados por el modelo gastrico 1V-DGS,
se empieza a ver una tendencia en valores de desintegracion bajos obtenidos en las pruebas estaticas
sin agitacion y como estos valores aumentan cuando se realizaron los ensayos con agitacion,
obteniendo un mayor porcentaje de desintegracion, los valores mas altos se presentan en el modelo
gastrico IV-DGS, donde precisamente, debido a la distribucion de particulas dentro de modelo por la
geometria anatémica, permitié el movimiento, la interaccion y el rozamiento de particulas por los
flujos generados por el modelo géstrico 1V-DGS, mejorando la desintegracion mecénica, siendo un
proceso mas apegado a la desintegracion mecénica que se lleva a cabo dentro del estomago.
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Tabla 10. Valores de masa de la salchicha masticada obtenidos de la masa de control y después del procesamiento
mediante la deshidratacion en el horno de conveccidn.

Método

Salchicha masticada

Método estatico sin agitacion ~ Masa de control

9.7343 g

Método estatico con agitacion  Masa de control

Modelo gastrico

00.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

10.940 g

Masa de control
73159
7.325¢
7.014 ¢

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Salchicha masticada

B Prueba A

Masa

Porcentaje de

Procesada  Pérdida  de

8.7533 g
8.2362 g
8.8512 g

8.79¢
8.73¢g
8.785 ¢

1.8409 g
1.6214 g
2.9125 g

peso

10.08%
15.39%
9.07%

19.65%
20.20%
19.69%

74.83%
77.86%
58.14%

Prueba B mPrueba C

Meétodo estatico sin Meétodo estatico con

agitacion

agitacion

Modelo gastrico

Figura 95. Resultados de la desintegracién de la salchicha masticada mediante el método estatico (con y sin
agitacion) y el modelo géstrico (IV-DGS).
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Figura 96. Muestras de la salchicha masticada después de la deshidratacién. a) Masa de control; b) Método estatico
sin agitacion; c) Método estatico sin agitacion; d) Modelo gastrico 1V-DGS.

La Tabla 11 y la Figura 97 muestra los resultados de las mediciones de la desintegracion de la
salchicha triturada en donde al jugo gastrico simulado se le afiadio pepsina para analizar el impacto
en la desintegracion mecanica y quimica llevada a cabo en el estbmago, mientras que la Figura 98
muestra las porciones de la salchicha con masticacion simulada después de ser procesadas y
deshidratadas. En este experimento se observa en mayor medida el efecto de la desintegracion
quimica en los modelos estaticos sobre todo en el método sin agitacién donde los valores aumentan
en comparacion de la salchicha masticada sin agitacion y en aumenta casi el doble de este valor
cuando se induce el flujo con la mosca. Por otra parte, en el modelo gastrico 1V-DGS se incrementa
ligeramente los valores de desintegracion, por lo que se complementa la desintegracion tanto
mecéanica como quimica.
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Tabla 11. Valores de masa del meldn cortado en cubos obtenidos de la masa de control y después del procesamiento

mediante la deshidratacion en el horno de conveccion.

Método Salchicha masticada con pepsina
Masa Porcentaje de
Procesada  Perdida  de
peso
Método estatico sin agitacion ~ Masa de control
10.462 g Prueba A 7.618¢ 21.74%
PruebaB 7.415¢g 23.83%
PruebaC 7.329¢ 24.71%
Método estatico con agitacion  Masa de control
9.18¢ Prueba A 4379 55.11%
PruebaB 4.539¢g 53.37%
PruebaC 4.06¢g 58.29%
Masa de control
Modelo gastrico 10.284 g Prueba A 5.467 g 77.86%
7.0969 PruebaB 5.093 ¢ 75.49%
7.033¢g PruebaC 5.23¢g 74.83%
Salchicha masticada con pepsina
20.00% B PrucbaA ®PrucbaB ®Prueba C
80.00%

70.00%

60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00% I
0.00%

Método estatico sin Método estatico con
agitacion agitacion

Modelo gastrico

Figura 97. Resultados de la desintegracion de la salchicha masticada con pepsina mediante el método estatico (con
y sin agitacion) y el modelo géstrico (IV-DGS).
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Figura 98. Muestras de la salchicha masticada después de la deshidratacion: a) Masa de control; b) Método
estatico sin agitacion; c) Método estatico sin agitacion; d) Modelo gastrico 1V-DGS.

La Tabla 12 muestra los resultados de desintegracion en general de los métodos y los alimentos
empleados en los experimentos. La Figura 99 muestra los valores promedio de los resultados de
desintegracion, en el caso del método estatico (con y sin agitacion) y en el modelo IV-DGS los valores
de desintegracion son similares para los experimentos de meldn y salchicha en cubos, cuando se
realiza el procedimiento de imitar la masticacion, se puede observar que en el modelo estético con
agitacion los valores de desintegracién aumentan por la interaccion entre particulas, mientras que en
el modelo 1V-DGS los valores crecen notablemente igualmente por la interaccion entre particulas y
la interaccion con los flujos de propulsion y retropulsion, asi como la distribucion de particulas debido
a la forma anatémica del modelo; por ultimo cuando se agreg6 pepsina se observé el incremento de
la desintegracion en el modelo estético sin agitacion e incrementandose hasta un 60 % cuando se
aplicéd la agitacion, resaltando la importancia de las enzimas gastricas en la degradacion de las
comidas, mientras que en el modelo 1V-DGS se mantuvieron los entre un rango de 70-80% de
desintegracion. Estos experimentos nos permitieron confirmar la importancia de la mezcla de los
alimentos con el jugo gastrico por medio de las contracciones peristalticas en comparacion con los
valores de desintegracion obtenidas por los métodos estaticos (con y sin agitacion), demostrando la
importancia del uso de enzimas gastricas las cuales promueven la descomposicion quimica de la
comida, también se demostré la importancia de la accion de los flujos de propulsion y retropulsion,
los cuales potencian la descomposicion quimica y mecénica mejorando la desintegracion final.

91



| Estético sin agitacion

100 -~ Estético con agitacion
Modelo gastrico [V-DGS
80 i
T T
£ .
3
&
609 . = T
& i =
3 i A -
L -
=
2
E
5 40 4
(=]
5
(=W
5
20 4 T
I il
] T I 5
0 T L] L] I 1

T T
Melon en cubos Salchicha en cubo

S

T
Salchicha masticada Salchicha con pepsina

Figura 99. Valores medios del porcentaje de desintegracion de los 4 experimentos con los diferentes métodos (las
barras representan los maximos y minimos de 3 experimentos), imagen adaptada de (Donis-Rabanales et al., 2022).
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Tabla 12. Valores de desintegracion de los experimentos de cada comida (melon cortado en cubos, salchicha cortada en cubos, salchicha masticada y salchicha masticada
con pepsina) procesadas en el simulador gastrico y en los modelos estaticos con y sin agitacion.

Comida

Método estatico sin agitacion

Meétodo estatico con agitacion

Modelo gastrico

Meldn cortado en cubos

Salchicha cortada en cubos

Salchicha masticada

Salchicha masticada con
pepsina

Masa de control
Prueba A
Prueba B
Prueba C

Masa de control
Prueba A
Prueba B
Prueba C

Masa de control
Prueba A
Prueba B
Prueba C

Masa de control
Prueba A
Prueba B
Prueba C

Masa
Procesad
a

3.4515¢g
1.406 g

1.5227 g
15113 g

9.7343 g
8.7533 g
8.2362 g
8.8512 g

9.7343 g
8.7533 g
8.2362 g
8.8512 g

10.462 g
7.618 g
7.415¢
7.329¢

Porcentaj
e de
pérdida de
peso

59.26%
55.88%
56.21%

10.16%
15.39%
9.07%

10.08%
15.39%
9.07%

21.74%
23.83%
24.71%

Masa
Procesad
a

Masa de control 2.781 g

Prueba A 1.169¢g
Prueba B 1.073 ¢
Prueba C 1.127¢g

Masa de control 10.940 g

Prueba A 10.132 ¢
Prueba B 9.529 ¢
Prueba C 9.710¢

Masa de control 10.940 g

Prueba A 8.79¢
Prueba B 8.73 ¢
Prueba C 8.785¢

Masa de control 9.18 g

Prueba A 4.37¢
Prueba B 4.539 g
Prueba C 4.06 ¢

Porcentaj
e de
pérdida de
peso

57.96%
61.41%
59.47%

7.38%
12.89%
11.24%

19.65%
20.20%
19.69%

55.11%
53.37%
58.29%

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Prueba A
Prueba B
Prueba C

Masa de
control

1.758 g
2.781¢g
2.781¢g

8.727¢g
7.316 g
10.94 g

7.315¢
7.325¢
7.014¢

10.284 g
7.096g
7.033 g

Masa
Procesad
a

0.3869 g
0913 g
1.337¢

6.623 ¢
6.534 ¢
9.531¢

1.8409 g
1.6214 g
2.9125 g

5.467¢
5.093¢g
5.23¢g

Porcentaj

e

de

pérdida de

peso
77.99%
67.17%
51.92%

24.11%
10.69%
12.87%

74.83%
77.86%
58.14%

77.86%
75.49%
74.83%
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V.1V.Pruebas de concepto del modelo intestinal

Una vez realizado el ensamblado del modelo intestinal y probando que no hubiese fugas de agua
entre las uniones de las cdmaras, y los coples, se procedio a realizar una prueba de concepto en donde
al interior de la membrana de celulosa coloco una solucién de 70 mL de agua con 1 mL de azul de
metileno mediante una jeringa a través de las tapas del modelo (Figura 101.2) y se sellaron las
mangueras en sus extremos mediante un cinturén de plastico. Entre las membranas de celulosa y el
actuador suave, se tuvo una circulacion de agua mediante los conductos entrada/salida de las tapas
del modelo (Figura 101.1) a través de una bomba de recirculacion (Figura 100), siendo este nuestro
fluido receptor; se dejé esta recirculacidn durante 1 hora, al final se observo si existio transferencia
del azul de metileno de la membrana de celulosa al fluido receptor.

Solucion Azul de metileno

Fluido

receptor

Figura 101. Ensamblado para la prueba de concepto. 1) Entradas para el fluido receptor; 2) Entradas para la
solucion de agua con azul de metileno.

Como se puede observar en la Figura 102, después de 1 se realizé la transferencia del azul de
metileno hacia el fluido receptor, para de esta forma imitar la difusion pasiva, siendo uno de los
mecanismos de absorcion en el intestino delgado.
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Para el trabajo a futuro, lo siguiente es poder instrumentar un sistema de control hidroneumaético
para implementar las contracciones de segmentacion y observar si se disuelve el azul de metileno en
el fluido receptor, para cual se tomaran en cuenta los estudios de permeabilidad de la membrana de
acuerdo con el protocolo desarrollado por Wright et al., (2016).

Figura 102. Andlisis visual de la transferencia de la solucién de azul de metileno hacia el fluido receptor (agua): a)
Estado del fluido receptor al inicio del experimento; b) Estado del fluido receptor al final del experimento.

95



Capitulo VI. Conclusiones

El modelo gastrico IV-DGS imité solo la parte distal del estomago, que es la zona donde tiene
lugar la digestion gastrica, e incorpora una apariencia translicida, lo que permitié la visualizacién del
flujo en el modelo. Los actuadores blandos fueron un mecanismo empleado para imitar la actividad
mecénica realizada por el modelo géstrico IV-DGS de manera satisfactoria sin inducir mezcla
forzada, ademaés, se valido la de presion ejercida por las membranas blandas, donde los valores de la
amplitud de presion son cercanos a los valores reportados en estudios in vivo (Bellmann et al., 2016;
Magbool et al., 2009; Vilz et al., 2016), donde por medio de la instrumentacion para el control
hidroneumatico, se permitio el ajuste de la amplitud de la fase de propulsién y retropulsion, asi como
la frecuencia de las contracciones gastricas en el estado de alimentacidn, estos aspectos evitan una
desintegracion forzada y promueven la mezcla al interior del modelo gastrico IV-DGS, lo que ayuda
a la dispersién uniforme del contenido gastrico con comidas.

Los experimentos de difusion de azul de metileno a través de las concentraciones de goma guar
permitieron observar que es posible realizar una mezcla a través de todas las regiones del modelo
incluso en comidas viscosas como las soluciones de goma guar de 0.8 y 1% en donde esta difusion
se alcanz6 gracias a la mezcla inducida por los flujos de propulsion y retropulsion pero que se ven
afectados por los valores de viscosidad reflejandose en el tiempo de difusion total.

La mezcla del HCI con la leche fue promovida precisamente por los flujos de propulsion y
retropulsion, en el experimento de acidez y vaciado gastrico, obteniendo una aproximacion del perfil
de pH in vitro similar al perfil in vivo de la leche reportado por Minekus et al., (1995) pero con un
desfase en los valores debido posiblemente a la ausencia de la fase cefalica en los experimentos, la
composicion del jugo gastrico simulado que se uso, o a la ausencia de mezcla de la leche con una
porcion de saliva para imitar la fase oral. Otro punto importante de este experimento, fue observar
este efecto de amortiguamiento de los alimentos mencionados por Mennah-Govela & Bornhorst,
(2021), siendo la leche una comida ligeramente acido con valores cercanos a un pH 7.

Las pruebas de desintegracion muestran la importancia del efecto de la masticacion en la
desintegracion mecanica obteniéndose los valores de desintegracion mas altos, sobre todo en el
modelo gastrico IV-DGS, que debido a su geometria permiti6 una distribucion de las particulas méas
cercana a la distribucion fisioldgica y los flujos de propulsién y retropulsién generaron una mayor
interaccion de las particulas para mejorar los valores de desintegracion. Por otra parte, en los
experimentos donde se experimentd con la salchicha en cubos, se observo que el tamafio de las
particulas afect6 el porcentaje de desintegracion alcanzado, por la menor superficie de interaccion
entre particulas, asi como por el poco movimiento de las particulas por el flujo. Caso contrario, al
momento de agregar pepsina se observa un incremento en el porcentaje de desintegracion
especialmente en los experimentos en cubos, demostrando la importancia de la accion de la
desintegracion enzimatica y quimica. La combinacion de la desintegracién mecénica y la actividad
enzimatica para la desintegracion quimica permitio obtener los valores més altos de desintegracion
de la salchicha triturada en el modelo gastrico 1V-DGS mediante la implementacion de parametros
cercanos a los valores fisiol6gicos obteniendo una simulacion apegada a la digestion gastrica in vivo.

La conjuncién de todos estos parametros permite que el modelo gastrico IV-DGS desarrollado
pueda ser aplicado para realizar estudios de mezcla y desintegracion de alimentos con aproximaciones
similares a las condiciones in vivo de la digestion gastrica.
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Por otro lado, se logro la fabricacion del prototipo intestinal, y el ensamblado no present6 fugas
de agua entre las interfaces de la membrana elastica, la membrana de celulosa y las tapas en los
extremos, realizando una primera aproximacion del fenémeno de transporte intestinal, entre el fluido
receptor y una solucién de agua con azul de metileno mediante una inspeccion visual del color de
agua en el tanque de suministro al inicio y final de la prueba. Esto es una primera aproximacion para
posteriormente implementar un sistema de control hidroneumatico y realizar las contracciones de
segmentacién en el modelo intestinal.
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Capitulo VII. Trabajo a futuro

Uno de los trabajos a futuro es disefiar la parte proximal del estbmago que tiene una funcién de
contenedor para el almacenaje de la comida en la parte superior del estdmago, la cual no esta sometida
a alguna contraccion de las paredes gastricas y permitiria aumentar el volumen del modelo géstrico
IV-DGS.

La apariencia translucida del modelo permitio la visualizacién de la difusion del metileno azul a
través de las soluciones de goma guar, un trabajo propuesto es aprovechar esta apariencia traslucida
para realizar un analisis de velocimetria de imagen de particulas (P1V, por sus siglas en inglés) a
través de soluciones viscosas como las que se propusieron en este trabajo, para analizar el flujo de
retropulsion en sustancias viscosas y realizar un andlisis de acuerdo al trabajo de M. J. Ferrua &
Singh, (2010) donde se menciona que el aumento en la viscosidad ralentiza el movimiento del flujo
y la recirculacidn en el estbmago.

Otro aspecto importante, es la simulacion de la fase de migracion mioeléctrica presentada en la
fase de ayuno, donde la frecuencia de contracciones y la amplitud cambian, llegando a presentar una
amplitud mayor a 300 mmHg en un periodo corto de tiempo (F. Kong & Singh, 2008; Talukder &
Fassihi, 2004).

Como se observé en los perfiles de pH reportados en el simulador gastrico, hay un desfase en los
valores iniciales, por lo que seria importante analizar el impacto de esa porcion de jugo gastrico
remanente en el estbmago promovido por la fase cefélica y si es posible modificar la composicién de
jugo gastrico simulado de acuerdo con la preparacién del jugo gastrico simulado reportado por
Minekus et al., (2014) y realizar un analisis si este desfase es debido a esta ausencia del acido géstrico
y a la composicion de los jugos gastricos simulados.

Para complementar los resultados de desintegracion debido a la actividad mecénica y quimica en
el modelo, seria importante realizar un analisis de las fracciones de los compuestos liberados de la
matriz alimentaria de la salchicha para hacer un analisis de bioaccesibilidad y comparar este analisis
con los métodos estaticos empleados y complementar la informacion de los experimentos de
desintegracion.

Otro estudio para realizar en un futuro es la comparacion de los métodos estandarizados de la USP
en la disolucién de farmacos y realizar la comparacion con respecto a la disolucién en el modelo
gastrico IV-DGS.

Para poder implementar las contracciones de segmentacion en el modelo gastrico 1V-DGS, es
importante implementar un sistema de control hidroneumético para el sistema intestinal y realizar la
instrumentacion para la obtencidn de parametros de presion, temperatura y pH, ademas de realizar un
estudio de permeabilidad de la membrana de acuerdo con los protocolos establecidos por Wright et
al., (2016) y poder validar los resultados que se obtengan del simulador.
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