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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Generalidades e incidencia

La diabetes mellitus (DM) se define como una enfermedad endocrino-
metabdlica caracterizada por hiperglucemia crénica y alteraciones en el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas. Puede deberse a una
deficiencia en la secrecién de insulina, resistencia a la accién de ésta o una

combinacién de ambas (Balderas, 2015).

Esta enfermedad es una de las mayores emergencias mundiales de salud
publica del siglo XXI. Cada afio mas y mas personas viven con esta condicion
gue puede desencadenar complicaciones a lo largo de la vida. En el afio 2019
la Federacion Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation,
IDF) reporté 463 millones de adultos (entre 20 y 79 afios) en el mundo con el
diagnostico de diabetes, ademas de 1,1 millones de nifios y adolescentes

menores de 20 afos viven con diabetes tipo 1 (Figura 1) (IDF, 2019).

MUNDO
€23 700 millones ¢ 51%
EZ3) 578 millones ¢ deincremento

€7 463 millones

Figura 1. NUmero estimado de personas con diabetes mellitus en el mundo en el afio 2019.



En América del Norte y el Caribe se estima que, en el afio 2019, 48 millones
de personas entre 20-79 afios fueron diagnosticadas con DM, siendo el grupo
de edad mas afectado el comprendido entre los 60 y 79 afios, lo anterior la
convierte en la regién que presenta la mayor prevalencia (13.3 %) de diabetes
comparada con otras regiones de la IDF (Figura 2) (IDF, 2019).
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relacionado con la diabetes a nivel global 297000 en total
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Figura 2. Estimaciones de prevalencia de la diabetes mellitus en el afio 2019 en la
region de América del Norte y el Caribe.

En México la prevalencia de diabetes ha ido en aumento durante las dltimas
décadas. De acuerdo con las estadisticas de la IDF del afio 2019 en México
se reportaron 12,805 millones de adultos con diabetes, lo anterior coloca a
nuestro pais en el sexto lugar a nivel mundial en nimero de personas con
diabetes y en segundo lugar por detras de Brasil en América Latina (IDF,
2019). Esta situacion ha ocasionado que la DM represente un verdadero reto
y una amenaza para la salud publica ya que actualmente es la principal causa
de muerte en el pais, se estima que podrian ser 80,000 muertes por afio. Cabe
destacar que muchas de estas muertes ademas de ser prematuras son
precedidas por un largo periodo de discapacidad, las estadisticas reportan
gue la DM es la primera causa de ceguera prevenible, de insuficiencia renal
terminal, de amputaciones no traumaticas y de infartos al miocardio. Los altos
indices de detecciones por este padecimiento evidencian que México carece

de acciones suficientes para contrarrestar la epidemia de diabetes en la
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juventud, principalmente debido a la mala alimentacion de nuestra poblacion.
No obstante, notables acciones se han comenzado a implementar para
contrarrestar los hébitos de vida poco saludables en nuestro pais (Irigoyen et
al., 2017).

1.1.2 Etiologia y clasificacion

Aunque se desconoce la etiologia exacta de la diabetes mellitus, se sabe que
juegan un papel importante en la patogénesis de la enfermedad algunos de
los siguientes factores de riesgo tales como: herencia, sobrepeso, obesidad,
infecciones virales, falta de ejercicio, una dieta baja en fibra, alta en grasas
saturadas, el consumo de carbohidratos con alto indice glucémico,

autoinmunidad y desordenes genéticos (ADA, 2020).

Se han desarrollado diferentes clasificaciones para esta enfermedad, pero la
gue actualmente se encuentra vigente se muestra a continuacion (Tabla I)
(ADA, 2020):

TablaI. Clasificacion de la Diabetes mellitus.

1. Diabetes mellitus tipo 1: con destruccién de las células 3, usualmente lleva a una deficiencia absoluta
de insulina

a.- Autoinmune

b.- Idiopatica
2. Diabetes mellitus tipo 2: varia desde la resistencia a la insulina a insuficiencia relativa de la secrecién de
insulina

3.- Otras formas especificas de diabetes

a.- Defectos genéticos de la funcion de la célula B
b.- Defectos genéticos de la accién de la insulina
c.- Enfermedades del pancreas exocrino

d.- Endocrinopatias

e.- Inducida por drogas o quimicos

f.- Infecciones

g.- Formas raras de diabetes inmuno mediada

h.- Sindromes genéticos asociados a diabetes

4.- Diabetes mellitus gestacional




> Diabetes tipo 1

Esta forma de diabetes representa solo el 5 - 10 % de los casos, previamente
abarcaba los términos diabetes insulinodependiente o diabetes juvenil ya que
suele ocurrir en la nifiez y la adolescencia ademas de que es necesario el uso
obligado de insulina para su tratamiento. La causa de esta enfermedad es
debido a la destruccién autoinmune de las células beta del pancreas, se cree
gue su origen tiene multiples predisposiciones genéticas ademas de estar
relacionada con factores ambientales poco definidos. Aunque rara vez los
pacientes son obesos, cuando la obesidad estd presente esta Ultima no
contradice el diagndstico de diabetes tipo 1. Estos pacientes también son
propensos a otros trastornos autoinmunes, como la enfermedad de Graves,
la tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Addison, el vitiligo, la enfermedad
celiaca, la hepatitis autoinmune, la miastenia grave y la anemia perniciosa
(Kasper y Fauci, 2019).

» Diabetes tipo 2

Este tipo de diabetes representa el 90 - 95 % de los casos, antes conocida
como diabetes no insulinodependiente o diabetes de comienzo en el adulto,
incluye a las personas con resistencia a la insulina las cuales generalmente
tienen deficiencia relativa (no absoluta) de insulina, al menos durante las
etapas tempranas de la enfermedad estas personas no necesitan tratamiento
con esta hormona para sobrevivir. Probablemente existen muchos factores
gue contribuyen para desencadenar este tipo de diabetes ya que su etiologia
especifica no se conoce totalmente, sin embargo, se sabe que presenta mayor
riesgo de desarrollar esta enfermedad las personas que padecen obesidad,
falta de actividad fisica, que tengan un familiar directo con esta enfermedad,
en mujeres con diabetes mellitus gestacional previa y en los individuos con
hipertension o dislipidemia. Su frecuencia varia en diferentes subgrupos
raciales, étnicos y a menudo se asocia con una fuerte predisposicidén genética,
sin embargo, esta Ultima es compleja y no esta claramente definida (Goldman
et al., 2019).



» Otros tipos especificos de diabetes

Esta clasificacion esta constituida por ocho subgrupos los cuales ocurren con
muy baja frecuencia, dentro de este listado el subgrupo de diabetes juvenil de
inicio en la madurez y las inducidas por farmacos son los que se presentan
mas comunmente en la practica clinica. La diabetes lipoatréfica, las asociadas
a hemocromatosis y a sindrome de Down se observan en raras ocasiones

(Sanzana y Durruty, 2016).

> Diabetes mellitus gestacional

Se trata de una patologia heterogénea y compleja que involucra al sistema
biologico materno, al tejido placentario y al feto, que se caracteriza por
intolerancia a la glucosa, la cual es reconocida por primera vez durante la
gestacion. Su frecuencia (14 %) va en aumento y varia de acuerdo con el
criterio diagnaostico, grupo étnico y la edad. Aungue no hay una causa Unica
gue ocasione diabetes mellitus gestacional, se tiene evidencia que durante la
gestacion la adaptacion funcional de la célula beta al embarazo parece estar
comprometida al presentar una disfuncién subyacente ocurrida tiempo atras.
La hipotesis mas probable es que el aumento del factor de necrosis tumoral
a, el lactégeno placentario, la leptina y la resistina contribuyen a aumentar la
resistencia a la insulina tanto en embarazos normales como en los que
coexiste diabetes mellitus gestacional, junto con la disminucién progresiva de
adiponectina materna implicada en la sensibilidad a la insulina (Medina et al.,
2017).

1.1.3 Tratamiento

Actualmente existen en el mercado mdultiples tratamientos para la diabetes
dentro de los cuales se pueden encontrar las sulfonilureas, biguanidas,
meglitinidas, tiazolidinedionas, inhibidores de la enzima alfa-glucosidasa,
inhibidores de la enzima dipeptidilpeptidasa-4 (Dipeptidyl Peptidase-4, DPP-

4), insulina, analogos del péptido similar al glucagon-1 (Glucagon Like



Peptide-1, GLP-1), entre otros. No obstante, la eleccion de cada farmaco
depende del tipo de diabetes desarrollada asi como de los antecedentes de
cada paciente (Alcantara y Pérez, 2016).

Hoy en dia se continda en la busqueda de desarrollar nuevos farmacos, una
alternativa a este problema es mejorar la actividad de los que ya se
encuentran disponibles incrementando su potencia, su vida media o
desarrollando nuevas formas farmacéuticas para su administracion con lo cual
se pueda lograr una mejor adherencia al tratamiento para logar el control de
la enfermedad, tomando en cuenta que la eleccién del tratamiento idealmente
debe de poseer las siguientes caracteristicas: debe ser tolerado por el
paciente, tener pocas contraindicaciones de uso, que sea efectivo a corto y
largo plazo, ademas debe poseer un bajo riesgo de hipoglucemia asi como
una baja ganancia de peso. A pesar de las medidas farmacologicas los
cambios en el estilo de vida como la dieta y el ejercicio contindan siendo los
pilares fundamentales para el control y el tratamiento de la enfermedad (Marin
et al., 2016).

> Incretinas

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por el uso de las incretinas
como dianas terapéuticas, dentro de los principales representantes de este
grupo se encuentra el polipéptido inhibidor gastrico y al GLP-1, esta ultima
proteina proviene del gen del glucagon el cual se encuentra localizado en el
brazo largo del cromosoma 2 humano y esta conformado por 6 exones y 5
intrones. Este gen es comun para varias proteinas ya que inicialmente codifica
un &cido ribonucleico mensajero de 180 aminoéacidos el cual posteriormente
sufre modificaciones postraduccionales las cuales originan diferentes
proteinas, este proceso ocurre de manera distinta dependiendo del tejido en
el cual se exprese el gen, por ejemplo en las células a pancreaticas posterior
a la escision del péptido sefal, la proconvertasa 2 escinde el proglucagén
liberandose glucagon, polipéptido pancreatico relacionado con la glicentina
(Glicentin Related Pancreatic Polypeptide, GRPP) y un fragmento que

contiene al GLP-1 y al péptido similar al glucagén-2 (Glucagon Like Peptide-



2, GLP-2), en cambio en las células L intestinales y en las neuronas posterior
a la escision del péptido sefial la proconvertasa 1/3 escinde el proglucagon
liberandose glicentina, oxintomodulina, GLP-1 y GLP-2 (Figura 3) (Hurtado et
al., 2013).
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Figura 3. Modificaciones postraduccionales del preproglucagon.

» GLP - 1y farmacos relacionados

El GLP-1 es una hormona que esta constituida por 31 aminoacidos la cual es
producida y almacenada por las células L intestinales y es liberada a la
circulacibn como respuesta a la ingesta de nutrientes que estimulan su
secrecion tales como glucosa, aminoacidos y acidos grasos (Figura 4). Al
ocurrir la liberacion del GLP-1 hacia la circulacion sistémica este péptido viaja
por ella hasta alcanzar sus érganos blanco y unirse al receptor del péptido
similar al glucagén-1 (Glucagon Like Peptide-1 Receptor, GLP-1Re) lo cual
desencadena una serie de sefiales intracelulares que ejercen los efectos
propios de esta proteina por ejemplo a nivel pancreatico se observa un
aumento en la secrecion de insulina e induccion de la proliferacion de células

3, ademas de disminuir la liberacion de glucagén en las células a, a nivel del



sistema nervioso central aumenta la sensacién de saciedad, en estdmago
retrasa el vaciamiento gastrico, en higado inhibe la gluconeogénesis hepatica,
en musculo y tejido adiposo aumenta la captacion periférica de glucosa hacia
el interior de estos tejidos (Brown et al., 2018; Bruton et al., 2019; Gupta,
2013).
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Figura 4. GLP - 1.

Lamentablemente los efectos antes mencionados solo tienen una duracion
aproximada 2-3 minutos debido a que la enzima DPP-4 hidroliza la region N-
terminal del residuo alanina ubicado en la segunda posiciéon del GLP-1
provocando su inactivacion (Figura 5). Para solucionar este problema se han
desarrollado diversos farmacos los cuales se pueden dividir en 2 grupos
segun su estructura quimica: A) Derivados del Exendin-4, B) Derivados del
GLP-1 humano.
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Figura 5. Inactivacion del GLP-1 por la DPP-4.

A) Derivados del Exendin-4

Estos farmacos tienen como base la secuencia de aminoacidos del péptido
natural exendin-4, del cual se descubri6 que debido a su homologia estructural

con el GLP-1 podia unirse al GLP1-Re y estimular la secrecion de insulina
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provocando efectos hipoglucemiantes (Figura 6) (Brown et al., 2018; Bruton
et al., 2019; Gupta, 2013).

Figura 6. Exendin-4.

Exenatida: Fue el primer agonista del receptor de GLP-1 aceptado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration,
FDA) para el tratamiento de la diabetes, este farmaco esta constituido por 39
aminoacidos y presenta una homologia estructural del 53 % con respecto al
GLP-1, cabe mencionar que se le considera la version sintética del péptido
natural exendin-4 el cual fue aislado por primera vez de la saliva del monstruo
de Gila. Estructuralmente esta molécula presenta una modificacion en el
segundo aminoacido con respecto al GLP-1 al contener glicina en vez de
alanina, este sutil cambio hace posible que la exenatida resista mas tiempo la
actividad proteolitica de la DPP-4 y le confiere un mayor tiempo de vida media
de aproximadamente dos horas en comparacion con los tres minutos del GLP-
1 (Figura 7) (Brown et al., 2018; Bruton et al., 2019; Gupta, 2013).

Figura 7. Exenatida.

Lixisenatida: este farmaco esta constituido de 44 aminoacidos y presenta una
homologia estructural muy similar a exenatida (53 %) con la diferencia de
presentar una delecion del residuo de prolina en la posicion 38 y una adicion

de 6 residuos de lisina en la region C-terminal de la proteina, las anteriores



modificaciones originaron un aumento de la vida media a cuatro horas con
respecto alas dos horas de la exenatida (Figura 8) (Brown et al., 2018; Bruton
et al., 2019; Gupta, 2013).

Figura 8. Lixisenatida.

B) Derivados del GLP-1 humano

A partir de la secuencia de aminoacidos del GLP-1 se han desarrollado
diversos farmacos logrando una homologia estructural del 90 - 97 %.
Liraglutida: este farmaco esta constituido por 32 aminoacidos y presenta una
homologia estructural del 97 % con el GLP-1. Para su desarrollo se incorpor6
a su estructura un acido palmitico en el aminoacido lisina (K) de la posicion
20, lo anterior se logré6 mediante un espaciador de acido glutamico (E),
ademas se sustituyo el aminoacido lisina (K) de la posicion 28 por arginina
(R). Con las modificaciones estructurales antes mencionadas se logré un
aumento de la vida media plasmatica a 12 horas (Figura 9) (Brown et al., 2018;
Bruton et al., 2019; Gupta, 2013).
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Figura 9. Liraglutida.

Albiglutida: este agonista dimérico presenta una homologia estructural con el GLP-1

del 95 % y consiste en dos copias de GLP-1 humano recombinante unidas mediante
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la secuencia Arg-30-His-1, ademas de presentar una sustitucion del aminoacido
alanina (A) ubicado en la posiciébn 2 por glicina (G). Ademas, este dimero se
encuentra fusionado con la regién N-terminal de la albumina sérica humana
recombinante mediante un enlace covalente, lo anterior mejoré sus propiedades
farmacocinéticas y prolongé su tiempo de vida media de seis a ocho dias (Figura 10)
(Brown et al., 2018; Bruton et al., 2019; Gupta, 2013).

Figura 10. Albiglutida.

Dulaglutida: es una proteina de fusiobn recombinante la cual presenta una
homologia estructural del 90 % con respecto al GLP-1 y que esta formada por
dos moléculas de GLP-1, las cuales presentan tres sustituciones de
aminoacidos, el primero la alanina (A) de la posicién 8 por glicina (G), el
segundo la glicina (G) en la posicién 22 por acido glutamico (E) y el tercero es
la arginina (R) en la posicion 36 por glicina (G) unidos covalentemente cada
uno mediante un pequefio péptido de uniéon (también conocido como linker) a
dos variantes de las cadenas pesadas de la inmunoglobulina IgG4, esta unién
aumenta el tamafio de la molécula reduciendo su tasa de eliminacion
prolongando asi su vida media a 90 horas (Figura 11) (Brown et al., 2018;
Bruton et al., 2019; Gupta, 2013).

Linker Modified 1gG4 Fc
peptide domain

Figura 11. Dulaglutida.
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1.2 Bacterias acido lacticas

1.2.1 Generalidades

El término bacterias &cido lacticas (BAL) engloba a un grupo heterogéneo de
microorganismos cuya caracteristica definitoria es la produccion de &cido
lactico a partir de la fermentacion de azucares, son Gram-positivas, acido
tolerantes ademas de tener similitudes morfolégicas, metabdlicas y
fisiologicas debido a su estrecha relacion filogenética. Son microorganismos
gue no forman esporas, inmoviles, los cuales pueden ser cocos o bacilos, su
clasificacion se basa principalmente en la morfologia, el modo de
fermentacion de la glucosa, el crecimiento a diferentes temperaturas, la
configuracion del acido lactico producido, su capacidad de crecer a altas
concentraciones de sal y la tolerancia acida o alcalina (Drider et al., 2017;
Madigan et al., 2017; Quinto et al., 2014).

Los géneros basicos que comprenden las BAL son Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, ademas de que recientes
revisiones taxonémicas han propuesto la inclusion de algunos mas, dentro de
los cuales por su importancia biotecnologica encontramos al género
Lactococcus (Drider et al., 2017; Madigan et al., 2017; Quinto et al., 2014).

El género Lactococcus se incluye dentro del filo Firmicutes, clase Bacilli, orden
Lactobacillales familia Streptococcaceae y se compone de bacterias de
morfologia cocoide (Figura 12), Gram positivas, catalasas negativas, no
esporuladas, microaerdfilas y mesdfilas. ElI género esta representado por las
especies Lactococcus lactis (L. lactis), L. garvieae, L. piscium, L. plantarum y
L. raffinolactis, de entre los cuales la especie mas representativa es L. lactis
ya que es la especie que mas informacion se ha recopilado tanto a nivel
fenotipico como en su caracterizacién molecular y genética. Esta especie a su
vez se compone de tres subespecies: lactis, hordniae y cremoris, siendo esta
altima utilizada con fines biotecnolégicos como la produccion de proteinas
heterélogas con fines terapéuticos (Drider et al., 2017; Madigan et al., 2017;
Quinto et al., 2014).
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Figura 12. Lactococcus lactis.

Como beneficio adicional muchas BAL son consideradas por la Organizacion
para la Alimentacion y la Agricultura y la FDA como seguras para su uso en
los alimentos (Generally Recognized As Safe GRAS) ya que carecen de
factores de virulencia, ademas de que los péptidos antimicrobianos
producidos por ellos se descomponen facilmente por las proteasas digestivas
sin afectar la microbiota intestinal (Drider et al., 2017; Madigan et al., 2017;
Quinto et al., 2014).

1.2.2 Expresion de proteinas recombinantes en BAL

Actualmente existen diversos reportes sobre el uso de Lactobacterias como
biorreactores para la expresion de moléculas terapéuticas, algunos de estos
ejemplos son su aplicacion como biovacunas al expresar antigenos de
diversos microorganismos patogenos, produccion de interleucinas para el
tratamiento del cancer cervicouterino y de la enfermedad de Crohn. Lo anterior
con la ventaja de poder ser administrada por via oral y por consecuencia el
contacto directo de la molécula de interés con la superficie gastrointestinal,
esto ultimo es gracias a que las BAL son microorganismos no patégenos que
cuentan con un perfil de seguridad extraordinario, ya que han sido
ampliamente consumidas por humanos durante siglos en alimentos
fermentados sin causar efectos secundarios indeseados. En conjunto con lo
anteriormente mencionado se agrega su capacidad para resistir la accion de
los acidos gastricos y sales biliares para llegar viables en cantidades
suficientes al intestino, ademas de su carencia de exotoxinas y de su
capacidad de ser toleradas por el sistema inmunitario del organismo huésped,

estas caracteristicas colocan a las BAL como una alternativa atractiva a
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patdgenos atenuados utilizados como vehiculos vivos para la entrega de
moléculas terapéuticas tales como algunas cepas derivadas de
Mycobacterium, Salmonella, y Bordetella, ya que estos pueden recuperar su
potencial patbgeno y por lo tanto no son seguras para su uso en humanos
(Cano et al., 2015; Charalampopoulos et al., 2009; D"Souza et al., 2012).

L. lactis es una BAL de grado alimenticio ampliamente utilizada en la
produccién de alimentos fermentados que desde los afios noventa, se
comenz6 a estudiar la posibilidad de emplear este microorganismo como una
maquinaria celular para la produccion y secrecion de proteinas
recombinantes. Hasta el dia de hoy se han desarrollado un gran nimero de
sistemas de expresion génica que permiten el uso de L. lactis como una
herramienta celular eficiente, el disefio de estos sistemas ha sido posible
gracias a los estudios enfocados en los elementos de regulacion de la
expresion de genes, como promotores, inductores y represores (Cano et al.,
2015; Charalampopoulos et al., 2009; D"Souza et al., 2012).

Ademas, existen numerosos reportes los cuales indican que L. lactis secreta
pocas proteinas al medio externo, y ellas solo la proteina USP45, es secretada
en cantidades detectables. Otra ventaja es que la cepa mas comunmente
utilizada en el laboratorio (Lactococcus lactis subsp cremoris MG1363) no
contiene ningun plasmido enddgeno y no produce proteasas extracelulares,
ademas de que su genoma ha sido completamente secuenciado y publicado.
Finalmente, la capacidad de L. lactis para producir proteinas con diferentes
intereses para su posible aplicacion en la medicina experimental ha sido
demostrada ampliamente. En conclusion, por las caracteristicas antes
mencionadas se justifica por qué la mayoria de los estudios que han utilizado
las BAL como vehiculos terapéuticos han elegido L. lactis, ubicando a este
microorganismo como el candidato ideal para su empleo en investigacion
como vehiculo de transporte de moléculas de interés en el sistema
gastrointestinal (SGI) (Cano et al., 2015; Charalampopoulos et al., 2009;
D’Souza et al., 2012).
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1.3 Antecedentes

Los efectos de las incretinas no son una novedad, su estudio comenz6 a
principios del siglo XX cuando Bayliss y Starling publicaron en 1902 el articulo
titulado “El mecanismo de la secrecidon pancreatica”, en el cual reportaron que
la infusion &cida dentro del tubo digestivo era capaz de inducir la secrecion
del pancreas a través de una “sustancia” secretada por el intestino.
Posteriormente La Barre en 1932 fue el primero que utiliz6 el término
“incretina” (acronimo de INtestinal seCRETion of INsulin) posterior a inyectar
en animales de experimentacion un extracto obtenido a partir de mucosa del
SGI, el cual ocasiondé hipoglicemia en los grupos experimentales.
Posteriormente en 1964 gracias al avance de las investigaciones en diabetes
se terminG por comprender la fisiologia y las moléculas relacionadas en los
eventos anteriormente descritos por lo que se logré acufiar el término “efecto
incretina” a los eventos desencadenados a consecuencia de la liberacién de
GLP-1 por el intestino y su accién en los tejidos diana desencadenados por
esta proteina, finalmente en 1986 se demostro la alteracion de este fendmeno
en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) (Aylwin, 2012; Reyes et
al., 2015).

A la par de las investigaciones a lo largo del tiempo para comprender la
fisiopatologia de la diabetes, su tratamiento también ha ido cambiando
constantemente, en la actualidad se cuenta con distintos farmacos para su
uso en pacientes con esta enfermedad dentro de los cuales se encuentran los
analogos del GLP-1 tales como: Exenatida, Liraglutida, Dulaglutida, etc., estos
farmacos entraron en el mercado con la aprobacién del primero por parte de
la FDA en 2005, ademas de que actualmente se encuentran mas moléculas
en estudios de fase 3. La modificacion estructural de estos farmacos a partir
del polipéptido natural exedin-4 aislado de la saliva del monstruo de Gila
(Heleoderma suspectum) ha permitido aumentar su potencia, su vida media,
asi como su efecto hipoglucemiante, pero también ha conducido a la aparicién
de efectos adversos como nauseas, vomito, diarrea y reacciones de
hipersensibilidad por lo que se han buscado nuevas alternativas tomando en

cuenta la estructura del GLP-1 logrando desarrollar la Liraglutida, Albiglutida
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y Dulaglutida, cada una con distinta potencia y vida media, y al menos en
teoria  una menor probabilidad de desencadenar reacciones de
hipersensibilidad debido a una homologia superior al 90 % con el GLP - 1
(Nielsen et al., 2004; Tasyurek et al., 2014).

Actualmente existen diversos biofarmacos entre los que se encuentran la
insulina, la hormona del crecimiento y la eritropoyetina los cales son
producidos cominmente en microorganismos como Escherichia coli (E. coli)
0 en algunas levaduras como Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae.
Una alternativa a estos organismos es la bacteria L. lactis en la cual se han
desarrollado eficientes herramientas genéticas para la produccién de
proteinas recombinantes como la desarrollada por Benbouziane et al. en la
cual amplificaron el promotor GroESL (pGroESL) del cromosoma de L. lactis
para posteriormente ligarlo con un plasmido previamente construido, el vector
obtenido tras la ligacion denominado pLB333 se utilizo para transformar una
cepa de L. lactis, con lo anterior al exponer a la bacteria bajo condiciones de
estrés ocurre una induccion del pGroESL conduciendo a la expresion de la
proteina de interés que contenga el plasmido. El empleo de L. lactis para la
expresion de GLP-1 quedo6 demostrado en el trabajo desarrollado por Agarwal
et al. en este proyecto se disefié un método para la administracién oral de
GLP-1 utilizando L. lactis, para esto tomaron en cuenta que existian
antecedentes de que los probiéticos administrados via oral podian sobrevivir
en el SGI y ademas supusieron que si se encontraba una gran cantidad de
proteina presente en el epitelio intestinal, éstas podian ser absorbidas a través
de él, por lo que transformaron la bacteria con un plasmido que transportaba
el gen GLP-1 para posteriormente seleccionar a las bacterias recombinantes.
Después llevaron a cabo ensayos celulares primero para demostrar el efecto
insulinotrépico del GLP-1y posteriormente para simular el paso de la molécula
a través del intestino, una vez llevado a cabo lo anterior se administro la
bacteria a ratas via oral a las cuales previamente se les indujo DM 2,
observando que los niveles plasmaticos de glucosa descendieron en las ratas
tratadas con respecto al grupo control (Agarwal et al., 2014; Benbouziane et
al., 2013).
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Lo anterior abre las puertas para desarrollar una modificacion estructural del
GLP-1 que ademés tenga la posibilidad de ser administrado por via oral, esto
puede ser desarrollado con ayuda de la bioinformatica y la quimica
computacional para buscar una aproximacion estructural que mejore la

actividad farmacoldgica sin perder su efecto biolégico.
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1.4 Hipotesis y Objetivos
e Hipdtesis

Lactococcus lactis expresard un analogo de GLP-1 recombinante, el cual
tendra una actividad hipoglucemiante in vivo mas efectiva que su contraparte

comercial Liraglutida.

e Objetivos

» Obijetivo general

Desarrollar mediante bioinformatica y técnicas de biologia molecular un
analogo de GLP-1 recombinante, expresarlo en Lactococcus lactis y

posteriormente realizar su evaluacion biolégica en un modelo murino.

» Objetivos especificos

1. Disefiar mediante bioinformatica la unidad de transcripcién sintética
pGroESL/Usp45-GLP-1/ter.

2. Construir un plasmido recombinante para expresion de GLP-1 en
Lactococcus lactis.

3. Transformar a Lactococcus lactis con el plasmido recombinante.

4. Evaluar la expresion de GLP-1 mediante electroforesis de proteinas.

5. Evaluar la actividad bioldgica hipoglucemiante en un modelo murino del

GLP-1 recombinante.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Bioinformaética

2.1.1 Disefo bioinformatico de la unidad de transcripcion sintética
pGroESL/Usp45-GLP-1R/ter

Se realiz6 una busqueda en la base de datos del centro nacional para la
informacion biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information,
NCBI) de la cual se obtuvo la secuencia de nucleétidos del gen Usp45
(Reference Sequence: M60178.1) de ella se selecciond la secuencia que
codifica el péptido sefial Usp45 para utilizarlo como acarreador hacia el medio
extracelular de nuestra proteina recombinante. Esta secuencia ya cuenta con

el codon ATG en su extremo 5° para poder iniciar la traduccion.

Se obtuvo la secuencia de nucleétidos del gen glucagén (Reference
Sequence: NM_002054.4) de ella se selecciond la secuencia que codifica el
péptido GLP-1, en la cual se sustituyo el segundo codén GCT (alanina) por
GGG (glicina) para obtener el péptido similar al glucagon-1 recombinante
(Glucagon Like Peptide-1 recombinant, GLP-1R), ademas se agreg6 en el
extremo 3 de la secuencia de nucleoétidos el codon TGA indispensable para

finalizar la traduccion.

Ambas secuencias de nucleotidos (Usp45 y GLP-1R) fueron traducidas con la
herramienta informatica SerialCloner a su secuencia de aminoéacidos, lo
anterior permitié realizar un alineamiento local comparativo con la base de
datos Universal Protein (UniProt) tanto del péptido sefial Usp45 (Reference
Sequence: P22865) como del péptido GLP-1R (Reference Sequence:
P01275), asegurando la fidelidad de traduccion de nuestras proteinas de
interés. Posteriormente se realizd la fusion de ambas secuencias de
nucleodtidos para formar el gen Usp45-GLP-1R del cual se comprob6 el marco
abierto de lectura utilizando la herramienta informatica ExPASY translate tool

para valorar la traduccion in silico por parte de la bacteria.
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Se realiz6 la prediccion del procesamiento de la proteina Usp45-GLP-1R a
nivel de la membrana celular utilizando la herramienta informéatica SignalP,
esto con la finalidad de valorar la secrecion extracelular de nuestra proteina,
en la cual se observo la necesidad de agregar un codon extra GAC (aspartato)

al inicio de la secuencia de nucledétidos del GLP-1R.

Se tomo la secuencia de nucleétidos del pGroESL y del terminador de la
transcripcion (ter) del plasmido pLB333 (Figura 13), lo anterior con la finalidad
de fusionarlas con el gen Usp45-GLP-1R y asi obtener la Unidad de
Transcripcion Sintética pGroESL/Usp45-GLP-1R/ter (UTS), a la UTS se le
agregaron los sitios de restriccion BamHI en el extremo 5" y Xbal en extremo

3" los cuales se utilizaron durante la etapa de clonacién molecular.

Se envid a sintetizar la UTS a la compafia General Biosystems, a la cual se
le solicito una optimizacion de codones para L. lactis solamente de la region
del gen Usp45-GLP-1R de la UTS. Por ultimo, una vez recibida la version in
silico la cual fue proporcionada por la compafia General Biosystems se volvio
a verificar todos los pasos anteriormente mencionados para asegurar la
correcta expresion de las proteinas de interés.

Xhol,

Aval;

Hindlll ;

EcoRV ;

Sbil. i
Eagl

Eael:
++EcoRl i

Hindll - —
W EcodTlll
Avall » ™~
EcoNI___ . ter \\
PSExpd:-Nuc \
Nil._ repC \
Nhel. 3500 \
~ s’ \
|I|l 00 II|
[ 3000 \_.Beivi
sail. | 4 prees pLB333 ﬁ‘
1000
. 3628 bps - |
Stul | |
| 1500
B repr Jf/
Styl’’ . '
Nc'gr' ‘Ndel

..
T

0o 5
. -

Munl’ ___.f BstAP!

Figura 13. Anatomia molecular del plasmido pLB333.
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2.1.2 Disefio de primers

Una vez construida la UTS fue posible disefar los primers para su posterior
amplificacion mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction PCR) durante la etapa de clonaciéon molecular,
para esto se utilizaron las herramientas informéticas OligoAnalyzer y

SnapGene.

Debido a que el disefio de los primers es la parte mas importante para el
ensayo de la PCR, se debieron tomar en cuenta distintas caracteristicas para
lograr una adecuada amplificacion de la regidon de interés ya que el
conocimiento 6ptimo de ellas ofrece la oportunidad de evitar en mayor medida
la aparicion de bandas extras debido a la formacion de dimeros o a la union
de los primers a otras regiones que no son de interés. Por lo anterior, se eligio
una longitud de los primers entre 18 - 30 pares de bases (pb), un contenido
de GC entre 40 - 60 %, se mantuvieron los valores de la temperatura de
alineamiento (Melting Temperature Tm) £ 5 °C muy préximos entre ambos
primers y dentro del rango de temperatura 50 - 80 °C, ademas se evito la
repeticion de timina en el extremo -3°, asi como en este mismo extremo se
finalizé la secuencia del primer con G 0 C, 0 CG o GC pero no mas de 3 de
estos nucleotidos de manera consecutiva y finalmente se mantuvo un valor de
AG por debajo de las -9 kilocalorias/mol (kcal/mol) en Hairpin, Self-Dimer y
Hetero-Dimer. Finalmente, una vez obtenidos los primers se realiz6 una PCR

in silico para corroborar su correcto disefio.

2.2 Manipulacién de Lactococcus lactis
2.2.1 Cepa, plasmido, medios de cultivo y antibiético

La bacteria utilizada en este trabajo fue Lactococcus lactis subespecie
cremoris MG1363, la cual es una cepa silvestre libre de plasmidos. Asi mismo
se utilizo el plasmido pNz124 (Figura 14), el cual tiene un peso molecular de
2828 pb, dentro de su anatomia molecular este plasmido cuenta con un sitio
de clonacién mdltiple el cual es manipulado en los pasos de la clonacion

molecular del presente trabajo, los genes repA y repC los cuales le permiten
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su replicacion tanto en E.colicomo en las distintas especies de bacterias acido
lacticas, ademas de portar un gen de resistencia al cloranfenicol (Cm), este
ultimo es utilizado como marcador de seleccion. La bacteria se inocul6 en
medio de cultivo (MC) M17 suplementado con Glucosa al 1 % (G-M17) a 30
°C sin agitacion, se sembrd la bacteria en placas de Petri, el MC fue
suplementado con Agar (G-M17A). Asi mismo para preparar las bacterias
electrocompetentes se utilizé el MC G-M17, el cual fue suplementado con
Sacarosa 0.5 Molar (M) y Glicina 2.5 % obteniendo el MC (G-SGIliM17). Para
preparar el MC de recuperacién utilizado posterior a la electroporacion se
utilizé el MC G-M17, el cual fue suplementado con 20 milimolar (mM) cloruro
de magnesio (MgCl,) + 2 mM Cloruro de Calcio (CaCl,) obteniendo el MC (G-
M17/MgCl, + CaCl,). Por ultimo, las cepas portadoras de plasmidos con el
gen Cm fueron inoculadas y/o sembradas en MC G-M17 con el antibiotico
Cloranfenicol en una concentracion de 10 microgramos/mililitro (pg/ml),

obteniendo los medios (G-CIM17 o G-CIM17A) respectivamente.
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Figura 14. Anatomia molecular del plasmido pNZ124.
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2.2.2 Reactivacion de L. lactis cepa silvestre

Para la reactivacion inicial de la bacteria se tomaron células por medio de
raspado con asa estéril de un vial almacenado a - 80 °C y se inoculé en 5 ml
de MC G-M17, el cual se incub6 durante 12 horas a 30 °C sin agitacion.

2.2.3 Preparacion de criotubos para almacenamiento de L. lactis
cepa silvestre libre de plasmidos.

Se tomaron 3 ml del MC mencionado en el apartado anterior al cual se le
adicion6 1 ml de glicerol al 60 % estéril, se mezcld por pipeteo suave y
posteriormente se tomaron alicuotas de 1 ml en criotubos de 1.5 ml los cuales

se almacenaron a - 80 °C.

2.2.4 Preparacion de L. lactis electrocompetente

Se inoculé 5 ml de MC G-SGIiM17 con células (L. lactis cepa silvestre)
tomadas por medio de raspado con asa estéril de un vial almacenado a -80
°C, el cual se incubo durante 12 horas a 30 °C sin agitacion. Se tomaron 500
microlitros (pl) del MC y se inoculé en 50 ml de MC G-SGIiM17 fresco (dilucién
1:100) y se incubd bajo las mismas condiciones. Se vertieron los 50 ml del MC
en 400 ml de MC G-SGML17 fresco y se dejo crecer hasta alcanzar una
densidad optica (D.O.) de 0.2 - 0.3 a 600 nanometros (nm), una vez alcanzada
la D.O. se repartio el MC en 9 tubos falcon de 50 ml y se centrifugaron las
células durante 20 minutos a 5500 revoluciones por minuto (rpm) a 4 °C, se
decanto el medio y el pellet celular se resuspendid y lavo con una solucion de
0.5 M sacarosa + glicerol 10 % a 4 °C, se volvi a centrifugar bajo las mismas
condiciones, se decantd la solucion y el pellet celular se resuspendié y lavé
con una solucion de 0.5 M sacarosa + glicerol 10 % + 50 mM &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) a 4 °C, se volvié a centrifugar bajo las
mismas condiciones, se decant6 la solucion y el pellet celular se resuspendié
y lavé con una solucion de 0.5 M sacarosa + 10 % glicerol a 4 °C, se volvio a

centrifugar bajo las mismas condiciones, para finalizar se eliminé la solucion
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de lavado y se resuspendieron las células en 1 ml de polietienglicol 3000 y
posteriormente se tomaron alicuotas de 100 pl en tubos eppendorf de 1.5 ml
los cuales se almacenaron a - 80 °C.

2.2.5 Transformacién de L. lactis electrocompetente con el plasmido
pNZ124

Se mezcld 100 pl de bacterias electrocompetentes y 1 pl del plasmido pNZ124
y se coloc6 en una cubeta de electroporacién de 0.2 centimetros (cm) Bio-
Rad® la cual se expuso aun pulso eléctrico bajo las siguientes condiciones:
2000 voltios (V), 25 microfaradios (uF), 200 ohms (Q) en un electroporador
Eppendorf Eporator®. Inmediatamente después de la descarga eléctrica se
adicion6 1 ml de MC G-M17/MgCl, + CaCl, y se incubo durante 1.5 horas a
30 °C sin agitacion. Se sembré por extension en placas con MC G-CIM17Ay
se incubo durante 48 horas a 30 °C. Se tomaron las colonias transformantes,
se inocularon en MC G-CIM17 y se incub6 durante 12 horas a 30 °C sin

agitacion.

2.2.6 Preparacion de criotubos para almacenamiento de L. lactis cepa

portadora del plasmido pNZ124

Se tomaron 3 ml del MC mencionado en el apartado anterior al cual se le
adicion6 1 ml de glicerol al 60 % estéril, se mezclé por pipeteo suave y
posteriormente se tomaron alicuotas de 1 ml en criotubos de 1.5 ml los cuales

se almacenaron a - 80 °C.

2.3 Clonacién molecular

2.3.1 Extraccion del plasmido pNZ124
Para la reactivacion inicial de las bacterias portadoras del plasmido pNZ124
se tomaron células por medio de raspado con asa estéril de un vial
almacenado a - 80 °C y se inocul6 en 5 ml de MC G-CIM17, el cual se incubd

durante 12 horas a 30 °C sin agitacion. Se tomaron 100 pl del MC y se inocul6
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en 10 ml de MC G-CIM17 fresco, el cual se incubo durante 12 horas a 30 °C
sin agitacion. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugaron 2 ml del MC
durante 15 minutos a 14000 rpm a 4 °C, se decantd el sobrenadante y se
adicionaron 200 pl de buffer TES/Lis (Tris-HCI 50 mM potencial hidrégeno (pH)
8.0, EDTA 1 mM pH 8, Sacarosa 25 %/Lisozima 10 miligramos (mg)/ml) y se
incub6 durante 1 hora a 37 °C. Se adicioné 200 pl de buffer de lisis (0.2 M
NaOH, 1% SDS) y se mezcld por inversién durante 5 minutos, se adicion6é 200
ul de acetato de sodio 3 M (pH 4.8), se mezclo6 por inversién y se centrifugd
bajo las mismas condiciones. Se recupero el sobrenadante y se transfirié a un
tubo nuevo de 2 ml al cual se le agrego6 ribonucleasa A (RNasa A) 10 mg/ml 'y
se incubd durante 1 hora a 37 °C. Se adicion6 1 volumen de PCI
Fenol:Cloroformo:Alcohol-Isoamilico (PCI) 25:24:1 volumen/volumen (v/v), se
mezcl6 por inversion y se centrifugo bajo las mismas condiciones. Se transfirio
el sobrenadante a un tubo nuevo de 2 ml y se adicion6 1 volumen de
Cloroformo:Alcohol-Isoamilico (Cl) 24:1 v/v, se mezclo por inversion y se
centrifugd bajo las mismas condiciones. El sobrenadante, se transfirié a un
tubo nuevo de 2 ml y se agregd 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2
mas 1 volumen de isopropanol absoluto, se mezclé por inversion y se
centrifugé durante 30 minutos a 14000 rpm a 4 °C. Se decanto el
sobrenadante y se lavo el boton dos veces con 1 ml de etanol al 70 %, se seco
a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en 20 ul de buffer TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8).

2.3.2 Caracterizacion del plasmido pNZ124

Se realiz6 un ensayo de restriccion del plasmido pNZ124 con la enzima EcoRl,
lo anterior con la finalidad de lienalizarlo y poder comparar su peso molecular
con un marcador de peso molecular de referencia. Para la realizacién del
ensayo se adicionaron los reactivos de la tabla Il en un tubo eppendorf de 1
ml el cual se incubé durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se cargé la muestra
en un gel de agarosa al 1 %, el cual se corrié a 120 V durante 45 minutos para
posteriormente ser visualizada en un transiluminador ultravioleta (uv) Bio-
rad®.
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Tabla Il. Ensayo de restriccion del plasmido pNZ124 con la enzima EcoRl.

Plasmido pNZ124 2ul=1pg
Buffer EcoRI 10x 2ul
Enzima EcoRI 1u
Agua grado biologia molecular Aforar a 20 pl

2.3.3 Digestion del plasmido pNz124

Se realiz6 ensayo de doble restriccion del plasmido pNZ124 con las enzimas
BamHI y Xhol, lo anterior con la finalidad de liberar los sitios de restriccion
para su posterior ligacion con la UTS. Para la realizacion del ensayo se
adicionaron los reactivos de la tabla Il en un tubo eppendorf de 1 ml el cual
se incubd durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se cargd la muestra en un
gel de agarosa al 1 %, el cual se corrié a 120 V durante 45 minutos para
posteriormente ser visualizada en un transiluminador uv Bio-rad® y cortar el
fragmento que corresponde al plasmido pNZ124, para después purificarse con
ayuda del kit Monarch® DNA Gel Extraction.

Tabla lll. Ensayo de doble restriccion del plasmido pNZ124 con las enzimas BamHI y Xbal.

Plasmido pNzZ124 2ul=1ug
Buffer E 10x 2l
Enzima BamHl 1u
Enzima Xbal 1u
Agua grado biologia molecular Aforar a 20 pl

2.3.4 Digestion de la UTS

Debido a dificultades para la replicacion de la UTS en vectores desarrollados

para E.coli la compafia General Biosystems envié esta Ultima como un

26



producto de PCR en una cantidad ~ 5 pg, lo anterior imposibilitaba la
obtencion de mas gen en caso de pérdida del producto antes mencionado, por
lo cual se realizé un ensayo de doble restriccién de la UTS con las enzimas
BamHI y Xhol, lo anterior con la finalidad de liberar los sitios de restriccion
para su posterior ligacién con el plasmido pNZ124. Para la realizacion del
ensayo se adicionaron los reactivos de la tabla IV en un tubo eppendorf de 1
ml el cual se incubd durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se utilizo el kit
Monarch® PCR & DNA Cleanup, el cual permitié la limpieza del acido
desoxirribonucleico (ADN) de los componentes de la reaccion, obteniendo un

rendimiento de final de ~ 3 ug de ADN.

Tabla IV. Ensayo de doble restriccion de la UTS con las enzimas BamHI y Xbal.

UTS 100wl =~5pug
Buffer E 10x 2ul
Enzima BamHl 1
Enzima Xbal 1l

Agua grado biologia molecular Aforar a 20 pl

2.3.5 Ligacion del pNZ124 con la UTS

Se realizé un ensayo de ligacion del pNZ124 con la UTS, lo anterior con la
finalidad de obtener un nuevo vector recombinante denominado plasmido
Eiber Briones 001 (pEB001). Para la realizaciéon del ensayo se adicionaron los
reactivos de la tabla V en un tubo eppendorf de 1 ml el cual se incub6 durante
1 hora a 22 °C. Transcurrido el tiempo se utilizé el kit Monarch® PCR & DNA
Cleanup, el cual permitio la limpieza del ADN de los componentes de la

reaccion.
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Tabla V. Ensayo de ligacion del plasmido pNZ124 con la UTS.

Plasmido pNZ124 linearizado 5 pl = 100 nanogramos (ng)
UTS Relaciéon molar 1:3 5 ul =30 ng

Buffer ligasa T4 DNA 10x 2l

ligasa T4 DNA 1u

Agua grado biologia molecular Aforar a 20 pl

2.3.6 Transformacion de L. lactis electrocompetente con el plasmido
pEBOO1

Se mezclo 100 pl de bacterias electrocompetentes y 1 ul del plasmido pEB001
y se coloco en una cubeta de electroporacion de 0.2 centimetros (cm) Bio-
Rad® la cual se expuso aun pulso eléctrico bajo las siguientes condiciones:
2000 voltios (V), 25 microfaradios (uF), 200 ohms (Q) en un electroporador
Eppendorf Eporator®. Inmediatamente después de la descarga eléctrica se
adicion6 1 ml de MC G-M17/MgCl, + CaCl, y se incubo durante 1.5 horas a
30 °C sin agitacion. Se sembré por extension en placas con MC G-CIM17A 'y
se incubo durante 48 horas a 30 °C. Se tomaron las colonias transformantes,
se inocularon en MC G-CIM17 y se incub6 durante 12 horas a 30 °C sin

agitacion.

2.3.7 Preparacion de criotubos para almacenamiento de L. lactis cepa

portadora del plasmido pEB001

Se tomaron 3 ml del MC mencionado en el apartado anterior al cual se le
adicion6 1 ml de glicerol al 60 % estéril, se mezclé por pipeteo suave y
posteriormente se tomaron alicuotas de 1 ml en criotubos de 1.5 ml los cuales

se almacenaron a - 80 °C.
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2.3.8 Extraccion del plasmido pEB001

Para la reactivacion inicial de las bacterias portadoras del plasmido pEB00O1
se tomaron células por medio de raspado con asa estéril de un vial
almacenado a - 80 °C y se inoculé en 5 ml de MC G-CIM17, el cual se incubd
durante 12 horas a 30 °C sin agitacion. Se tomaron 100 pl del MC y se inocul6
en 10 ml de MC G-CIM17 fresco, el cual se incub6 durante 12 horas a 30 °C
sin agitacion. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugaron 2 ml del MC
durante 15 minutos a 14000 rpm a 4 °C, se decantd el sobrenadante y se
adicionaron 200 pl de buffer TES/Lis (Tris-HCI 50 mM potencial hidrégeno (pH)
8.0, EDTA 1 mM pH 8, Sacarosa 25 %/Lisozima 10 miligramos (mg)/ml) y se
incubo durante 1 hora a 37 °C. Se adicion6 200 ul de buffer de lisis (0.2 M
NaOH, 1% SDS) y se mezcl6 por inversion durante 5 minutos, se adiciono 200
ul de acetato de sodio 3 M (pH 4.8), se mezclo por inversion y se centrifugo
bajo las mismas condiciones. Se recupero el sobrenadante y se transfirio a un
tubo nuevo de 2 ml al cual se le agrego ribonucleasa A (RNasa A) 10 mg/ml y
se incubé durante 1 hora a 37 °C. Se adicion6 1 volumen de PCI
Fenol:Cloroformo:Alcohol-Isoamilico (PCI) 25:24:1 volumen/volumen (v/v), se
mezclo por inversion y se centrifugo bajo las mismas condiciones. Se transfirid
el sobrenadante a un tubo nuevo de 2 ml y se adicion6 1 volumen de
Cloroformo:Alcohol-Isoamilico (CI) 24:1 v/v, se mezcl6é por inversion y se
centrifugd bajo las mismas condiciones. El sobrenadante, se transfirié a un
tubo nuevo de 2 ml y se agregd 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2
mas 1 volumen de isopropanol absoluto, se mezclé por inversion y se
centrifugé durante 30 minutos a 14000 rpm a 4 °C. Se decanto el
sobrenadante y se lavo el botén dos veces con 1 ml de etanol al 70 %, se seco
a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en 20 ul de buffer TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8).

2.3.9 Caracterizacion del plasmido pEB0OO1

Se realizé un ensayo de restriccion del plasmido pEB001 con la enzima EcoRl,
lo anterior con la finalidad de linealizarlo y poder comparar su peso molecular

con un marcador de peso molecular de referencia. Para la realizacién del
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ensayo se adicionaron los reactivos de la tabla VI en un tubo eppendorf de 1
ml el cual se incubo durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se cargo la muestra
en un gel de agarosa al 1 %, el cual se corri6é a 120 V durante 45 minutos para

posteriormente ser visualizada en un transiluminador uv Bio-rad®.

Tabla V1. Ensayo de restriccion del plasmido pPEBOO1 con la enzima EcoRl.

Plasmido pEB001 2ul=1pg
Buffer EcoRI 10x 2ul
Enzima EcoRI 1w
Agua grado biologia molecular Aforar a 20 pl

2.3.10 Digestion del pEB001

Se realizé ensayo de doble restriccion del plasmido pEBOOL con las enzimas
BamHI y Xhol, lo anterior con la finalidad de liberar la UTS y comparar su peso
molecular con un marcador de peso molecular de referencia. Para la
realizacion del ensayo se adicionaron los reactivos de la tabla VII en un tubo
eppendorf de 1 ml el cual se incubd durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se
cargo la muestra en un gel de agarosa al 2 %, el cual se corrié a 120 V durante
45 minutos para posteriormente ser visualizada en un transiluminador uv Bio-
rad®.

Tabla VII. Ensayo de doble restriccion del plasmido pEBOO01 con las enzimas BamHI y Xbal.

Plasmido pEB001 2ul=1pg
Buffer E 10x 2l
Enzima BamHI 1
Enzima Xbal 1
Agua grado biologia molecular Aforar a 20 pl
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2.3.11 PCR del plasmido pEB001

Se realiz6 una PCR del plasmido pEB001, lo anterior con la finalidad de
amplificar la UTS y comparar su peso molecular con un marcador de peso
molecular de referencia. Para la realizacion del ensayo se adicionaron los
reactivos de la tabla VIl en un tubo para PCR de .2 ml, el cual se coloc6 en
un termociclador de la compafia Applied Biosystems® bajo las condiciones
de la tabla IX. Una vez finalizada la PCR, se cargd el producto de la
amplificacion en un gel de agarosa al 2 % y se corrié la muestra a 120 V
durante 45 minutos para posteriormente ser visualizada en un transiluminador

uv Bio-rad®.

Tabla VIIl. Ensayo de PCR para la amplificacion de la UTS.

Buffer Tag 10 X 5ul
dNTP’s Mix 10 pl = .02 micromolar (uM) de cada dNTP
Primer Forward 5ul=0.5uM
Primer Reverse 5ul=0.5uM
Vector lul=1ng
Polimerasa Green Taq 1l
Agua grado biologia molecular Aforar a 50 pl

Tabla IX. Condiciones del ensayo de la PCR para la amplificacién de la UTS.

Ciclos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 1 3 minutos 94 °C
inicial

Desnaturalizacion 30 segundos 94 °C
Alineamiento 35 60 segundos 55°C
Elongacién 45 segundos 72 °C
Extension 1 7 minutos 72 °C
Enfriamiento indefinidamente 4°C
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2.4 Expresion de GLP-1R

2.4.1 Induccién del cultivo celular
Para la reactivacion inicial de las bacterias portadoras del plasmido pEBO001,
se tomaron células por medio de raspado con asa estéril de un vial
almacenado a - 80 °C y se inocul6 en 10 ml de MC G-CIM17, el cual se incubd
a 30 °C sin agitacion hasta alcanzar una D.O. ~ 2.5 a 600 nm, se centrifugaron
las células durante 20 minutos a 5500 rpm a 4 °C, se decanto el MC y el pellet
celular se resuspendid y lavo con una solucién de buffer de fosfatos y se volvié
a centrifugar bajo las mismas condiciones, repitiéndose el paso de
centrifugado y lavado en una ocasion mas, se decanté la solucion y el pellet
celular se resuspendi6 en 10 ml de MC G-CIM17 fresco, el cual se incub6 a
30 °C sin agitacion hasta alcanzar una D.O. ~ 0.5 - 0.6 a 600 nm, se agrego
una solucién de cloruro de sodio (NaCl) para obtener una concentracion final
de NaCl al 2.5 % en los 10 ml del medio G-CIM17 el cual se incubo durante

una hora a 37 °C.

2.4.2 Precipitacion de proteinas

Se centrifugaron 5 ml del MC durante 20 minutos a 5500 rpm a 4 °C, se tomé
el sobrenadante y se agrego inhibidor de proteasas para posteriormente filtrar
el MC a través de una membrana 0.22 micrometros (um), se tomé 1.35 ml del
MC filtrado y se agregd 150 ul de acido tricloro acético, se mezclé por inversion
y se incubd durante 10 minutos en hielo, se centrifugd durante 20 minutos a
5500 rpm a 4 °C, finalmente se elimind el sobrenadante y el pellet se
resuspendio en 50 pl de una solucion 50 mM hidréxido de sodio (NaOH) mas
50 ul de buffer de carga SDS-PAGE.

2.4.3 Electroforesis de proteinas

Para llevar a cabo la electroforesis de proteinas en primer lugar fue necesario
preparar un gel de poliacrilamida, por lo que se inicié mezclando los reactivos

de la solucion separadora y posteriormente los reactivos de la solucion
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concentradora, los cuales fueron vertidos en una unidad conformada por dos
espejos de la compaiiia Bio-Rad®. Una vez polimerizado el gel se coloco esta
unidad dentro del tanque de la camara de electroforesis para posteriormente
ser llenada con buffer de corrida, se cargo en los carriles del gel el marcador
de peso molecular de proteinas y posteriormente las muestras (GLP-1R), se
corrio el gel a 150 V hasta que el marcador de peso molecular llegara al fondo
del gel. Una vez concluida la electroforesis se sacé el gel y se lavé con agua
desionizada para posteriormente incubarlo en una solucién fijadora de
glutaraldehido al 5 % durante 1 hora, se lavo el gel con agua desionizada para
posteriormente incubarlo en una solucién tefiidora de acido acético al 10 %
con 0.030 gramos (g) azul de coomasie durante 1 hora, se lavé nuevamente
el gel con agua desionizada y se incubd durante una hora en una solucion

destefiidora de acido acético al 10 % (Tabla X).

Tabla X. Protocolo para la preparacion de los geles de poliacrilamida.

Reactivos Gel concentrador al 4 % Gel resolvedor al 10 %
Acrilamida/bis-acrilamida 29:1 30 % 0.66 ml 3.33ml
Buffer Tris 2.5 M pH 8.8 0.76 ml 5.6 ml
Agua desionizada 3.42ml 0.90 ml
TEMED 5 UL 6 uL
APS 30 mg/ml 150 uL 150 uL
Volumen final ~5ml ~ 10 ml

2.5 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R en ratones
2.5.1 Cuidado, manipulacion y seleccion de ratones

Se emplearon ratones C57BL/6 obtenidos del bioterio ubicado en el
laboratorio de ingenieria genética y gendmica de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autdbnoma de Nuevo Leodn. Inicialmente se

seleccionaron a las 8 semanas de vida 4 parejas de ratones compuestas por
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un macho y una hembra, cada pareja se mantuvo en jaulas de plastico con
tapa de acero inoxidable, con un lecho compuesto por viruta de madera, la
cual se cambiaba cada 2 dias. Se alimentaron en base a pellets comerciales
y agua a libre demanda, y se mantuvieron a una temperatura entre 20 — 25
°C, aislados del ruido excesivo y expuestos a ciclos de luz/oscuridad de 12

horas cada uno.

Una vez prefiadas las hembras, se retir6 el macho y se mantuvieron aisladas
de manera individual bajo las condiciones previamente mencionadas.
Después del nacimiento las crias se mantuvieron con la madre, alimentandose
de leche materna durante cuatro semanas, cuantificandose su ganancia de
peso cada semana. Cabe destacar que durante la cuarta semana de vida los
ratones fueron capaces de ingerir alimento solido y agua, por lo que se
retiraron de la madre y se seleccionaron al azar solamente 9 ratones macho
con un peso promedio 13 g *= 1 g para formar 3 grupos experimentales: el
grupo A denominado grupo control negativo, el grupo B denominado grupo
GLP-1R y el grupo C denominado grupo Liraglutida (control positivo), lo
anterior para poder llevar a cabo el protocolo de diabetizacion y

posteriormente la evaluacion de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R.

2.5.2 Protocolo de diabetizacion

Una vez formados los grupos experimentales, se sometié a los ratones al
protocolo de diabetizacion de 7 semanas de duracion, el cual consistio en la
suplementaciéon de fructosa al 15 % en el agua de consumo, la
suplementacién de manteca de cerdo 35.5 % a la dieta estandar del ratony a
la administracion de estreptozotocina en una dosis Unica de 100 mg/kilogramo
(mg/kg) via intraperitoneal en la 4 semana de protocolo. El ultimo dia de las
semanas 5, 6 y 7 se realizaron glucometrias con la finalidad de confirmar la
diabetizacion de los ratones tomando una muestra de sangre mediante un
corte distal de la cola, cuantificandose en mg/decilitro (mg/dl) con un

glucémetro comercial Accu-Chek®.
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2.5.3 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R

El ensayo se llevo a cabo durante 9 dias, en los primeros 8 dias al grupo Ay
C se les administr6-1 ml de agua estéril mediante micropipeta, en cambio al
grupo B se le administr6~1 ml 1 x 10° de unidades formadoras de colonias
(UFC) de L. Lactis cepa portadora del plasmido pEB0O1.

Durante el dia 9 se desarroll6 el siguiente manejo:

1.- Se inicié determinado los niveles de glucosa en sangre a los ratones de

los 3 grupos (glicemia basal).

2.- Posteriormente se administr6 por via oral mediante micropipeta a los
ratones de los 3 grupos con ayuno de 8 horas una carga de ~1 ml de una

solucion glucosada al 20 %.

3.- Después al grupo A se le administro ~1 ml de agua estéril, al grupo B se le
administro ~1 ml 1 x 10° de UFC de L. Lactis cepa portadora del plasmido
pEBOO1 y finalmente al grupo C se administré0 Liraglutida en una

concentracion de 0.1 mg/kg de peso por via subcutanea.

4.- Para finalizar se determiné la glucosa en sangre a los 30 minutos, 1y 2
horas posterior a la ingesta de glucosa a los ratones de los 3 grupos (glicemia

postcarga).
2.5.4 Analisis estadistico

Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores en el
software Microsoft Exel version 2019, con varias muestras por grupo
tomandose el tiempo como factor 1 y los tratamientos como factor dos,

respectivamente.

35



2.6 Disposicion de los residuos generados
2.6.1 Disposicién de residuos

Los residuos derivados de los métodos de experimentacion se desecharon
segun las clasificaciones propuestas por la politica de disposicién de
residuos de la Facultad de Ciencias Quimicas y del National Institute for
Agricultural Research.

CAPITULO 3
RESULTADOS
3.1 Bioinformatica

3.1.1 Disefio bioinforméatico de la unidad de transcripcion sintética
pGroESL/Usp45-GLP-1R/ter

Secuencia final in silico de la UTS pGroESL/Usp45-GLP-1R/ter una vez
terminado el proceso disefio bioinformatico, el cual evidencio una total de 380
pb (Figura 15).

5 GGATCCCTAAATGTTTTCTCTTGACTAAATCTGACCATTGAGATAAAATAA
GAATATGTTAGCACTCAACTATTAAGAGTGCTAAAAATAAAAAATGGAGGAA
AGTATATGAAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTACAGTGATACT
TTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCTGACCATGGGGAAGGGA
CCTTTACCAGTGATGTAAGTTCTTATTTGGAAGGCCAAGCTGCCAAGGAAT
TCATTGCTTGGCTGGTGAAAGGCCGAGGATGAGCTGCAGGAATTCGCGG
CCGCCTGCAGGTCGACGGTATCGATAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTT
TTTGATATCAAGCTTATCGATACCTCTAGA3

SitieSIAENESHicei6n, Promotor GroESL, Gen Usp45-GLP-1R, Terminador.

Figura 15. Unidad de transcripcion sintética pGroESL/Usp45-GLP-1R/ter.

Analisis bioinformatico realizado mediante la herramienta SerialCloner, el cual
evidencié una similitud del 100 % en el alineamiento de las secuencias de

aminoécidos de las proteinas Usp45 y GLP-1R (Figuras 16, 17, 18 y 19).
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D Untitled Sequence #1 | = | @ | £2 | | 'Y Fragment of Untitled Se..['—| E [#34
File Mame Serial Cloner Format o File Mame Serial Cloner Format o
Untitled Sequence #1 1 Fragment of Untitled Sequence #1 [1-81] 1
Total length Type Topology to Total length Type Topology to
a1 DNA Linear g1 27 Protein Linear

[ Locked length []Locked length
+'| Show features 81 +"| Show features 0

Sequence | Comments | Extremities | Features » Sequence | Comments | Features
1| ATGARARRALALGATTATCTCAGCTATTTTAATGICT 1 MEEEIISATILMSTVILSARAPLEGVYA
37 |RCAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCAGGT 37
73 |GTTTACGCT T3
109 109
145 145
181 181
217 217
253 253
283 289
325 325
361 361
30 2T
433 . 433 o
PP = arn =
SaveAs... Graphic Map Sequence Map G." Find SaveAs... GA’ Find
Show Selection Information & Translation MW [total] : 2,76 kDa pl [Total] : 10,65 MW [Sel] : 0,00 kDa

Figura 16. Traduccion in silico de la secuencia de nucleétidos correspondiente al péptido

sefial Usp45 obtenida de la base de datos del NBCI.

S Align Two Protein Sequences E E]

Sequence 1 Sequence 2 Go To DNA Align

Protein Sequence Window #1 - Protein Sequence Window #2 -

B WordSize [15nt -
Local Align Sequences | NCBI BLAST 2 Sequences

[JHighlight differences

Zlignment of Sequence_1: [Protein Sequence Window #1] with Sequence 2: [Proteira

Similarity : 27/27 (100,00 %)

seq 1 1 MEREIISAILMSTVILSARAPLSGVYR 27

FEEETEEErr e et
Seq 2 1 MEREIISAILMSTVILSARAPLSGVYR 27 w
< >

Character Size

Screen size |12 pts - Print size |11 pts ~ Copy to ClipBoard Page Setup Print

Figura 17. Alineamiento local de la secuencia de amino&cidos del péptido sefal Usp45
obtenida por la traduccién de los codones reportados en la base de datos del NBCI contra la

secuencia de amino&cidos reportada en UniProt.
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9 Untitled Sequence #1 | = | @ | &3 | | 3 Fragment of Untitled Se...[.=| E |3
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D Locked length D Locked length
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73 |TGGCTGETGAARGGCCGRAGGR 73
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Save As... Graphic Map Sequence Map E"; Find Save As... G"; Find
Show Selection Information & Translation MW [total] : 3,33 kDa pl [Total] : 5,61 MW [Sel] : 0,00 kDa

Figura 18. Traduccion in silico de la secuencia de nucleétidos correspondiente al GLP-1R
obtenida de la base de datos del NBCI.

(S Align Two Protein Sequences
Sequence 1 Sequence 2
Protein Sequence Window #1 - Protein Sequence Window #2 - e

WordSize 15nt -

Local Align Sequences | NCBI BLAST 2 Sequences
[JHighlight differences

Llignment of Sequence 1: [Protein Sequence Window $1] with Sequence 2: [Proteira

Similarity : 31/31 (100,00 %)
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FEEEETEE R e e e e e e end
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< >

Character Size

Screen size 12 pts ~ Print size |11 pts - Copy to ClipBoard Page Setup Print

Figura 19. Alineamiento local de la secuencia de aminoacidos del GLP-1R obtenida por la
traduccion de los codones reportados en la base de datos del NBCI contra la secuencia de
amino@cidos reportada en UniProt.

Andlisis bioinformatico realizado mediante la herramienta EXPASYy translate
tool, el cual evidencio la correcta traduccion del marco abierto de lectura por

parte de los ribosomas bacterianos, ademas se realizd un alineamiento local

38



con las secuencias de aminoacidos de las proteinas Usp45 y GLP-1R
encontrando una similitud del 100 % (Figuras 20 y 21).

g EvPAC,
a," ‘;)\l ADY Translate Home | Contact

Translate Tool - Results of translation

Open reading frames are highlighted in red. Please select one of the following frames - in the next page, you will be able to select your initiator and
retrieve your amino acid sequence:

5'3' Frame 1
MetKKKIISAILMetSTVILSAAAPLSGVYADHGEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG Stop

Figura 20. Traduccion in silico del marco abierto de lectura.

(3 Align Two Protein Sequences \E\ =] @

Sequence 1 Sequence 2

Protein Sequence Window #1 - Protein Sequence Window #2 -

" WordSize |15nt -
Local Align Sequences | NCBI BLAST 2 Sequences

[JHighlight differences

Zlignment of Seqguence_l: [Protein Sequence Window #1] with Sequence_2: [Proteir s

Similarity : 59/5% (100,00 %)

Seq 1 1 MEFEIISAIIMSTVILSARAPLSGVYADHGEGTFTSDVSSYLEGQAREKEFIAWLVEGRG 59
PEEEEEEE e e et e e e e b e e e e e e e e el
Seq 2 1 MEERITISATLMSTVILSARAPLSGVYADHGEGTFTSDVSSYLEGQRAREFTAWLVEGRG 59
£ >
Character Size
Screen size |12 pts ~ Print size 11 pts - Copy to ClipBoard Page Setup Print

Figura 21. Alineamiento local que muestra la concordancia del 100% entre la secuencia de

aminoacidos del programa ExPASYy contra la reportada por la base de datos UniProt.

Andlisis bioinformatico realizado mediante la herramienta SignalP, el cual
despliega una grafica con el sitio mas probable de corte de la enzima
peptidasa del péptido sefial tipo | (Signal Peptidase type I, SPase I). En el
grafico se evidencia el correcto procesamiento a nivel transmembranal de la
proteina Usp45-GLP-1R permitiendo la liberacion del GLP-1R hacia el medio

extracelular (Figura 22).
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SignalP-5.0 prediction (Gram-positive): Sequence

SP(Sec/SPI) ——
TAT(Tat/SPI) ==
LIPO(Sec/SPII) "~

(=3
OTHER

0.8

Probability
&

MKKKIISAILMSTVILSAAAPLSGY YADHGEGTFTSDVYSSYLEGQAAKEFIAWLVEKGREGE

$55 5955555555555 558553558855835S5CXXXXAXAXXAXXAXNXXAXXXXXXXXXXXXXXX XX

T T

[} 10 0 30 40 50

Protein sequence

Figura 22. Gréfica de procesamiento trasmembranal de la proteina Usp45-GLP-1R: se
muestra el sitio mas probable de corte por la SPase | (representado por la linea vertical
roja), el cual se encuentra situado entre la posicién 27 y 28 de la proteina (entre los
aminoacidos VYA-DH).

3.1.2 Disefio de primers

Secuencias de primers obtenidas mediante la herramienta OligoAnalizer, en
la cual los valores de sus caracteristicas de trabajo fueron ideales para su
empleo en PCR, ademas se muestra el resultado de la PCR in silico de laUTS
mediante herramienta SnapGene corroborando el correcto disefio, ya que se

observo la amplificacion de la region de interés (Figuras 23y 24).

Forward Reverse
5-GGATCCCTAAATGTTTTCTCTTGAC-3" 5-GCTCTCTAGAGGTATCGATAAGC- 3’
Length: 25pb GC:40 % Melt Temp: 61.4°C Length: 23pb GC:47.8 % Melt Temp: 60.8 °C
Hairpin: AG 0.31 kcal/mole Hairpin: AG -1.82 kcal/mole

Self-Dimer: AG -8.76 kcal/mole Self-Dimer: AG -8.42 kcal/mole

Hetero-Dimer: AG -4.77 kcal/mole Hetero-Dimer: AG -4.77 kcal/mole

Figura 23. Valores obtenidos del disefio de los primers a través en la herramienta
informatica OligoAnalyzer.
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BsiET (307)
| SHf (315)
Sall (317)
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Figura 24. PCR in silico de la UTS utilizando la herramienta informética SnapGene.

3.2 Manipulacion de Lactococcus lactis

3.2.1 Transformacién de L. lactis electrocompetente con el plasmido
pNZ124

Colonias obtenidas después de la reactivacion, electrocompetencia y
electroporacion de L. lactis (Figura 25). Placas con MC G-CIM17A. A) Control
negativo: no se observa crecimiento de colonias debido a la ausencia el
plasmido pNZ124. B) Muestra experimental: se observa crecimiento de
colonias debido a la presencia el plasmido pNZ124 el cual porta el gen Cm

gue le confiere a la bacteria la resistencia al antibiético cloranfenicol.

Figura 25. A) Control negativo B) Muestra experimental.
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3.3 Clonacién molecular
3.3.1 Caracterizacion del plasmido pNz124

Gel de agarosa al 1 % (Figura 26) en el cual se observa: primer carril A)
marcador de peso molecular y la flecha sefialando la banda correspondiente
a nivel de las 3000 pb. Segundo carril B) se observa una sola banda por
debajo de las 3000 pb la cual corresponde al plasmido pNzZ124 (2828 pb)
digerido con la enzima EcoRI.

3000 pb 2828 pb

Figura 26. Gel de agarosa al 1 %: se observa la digestién del plasmido pNZ124 posterior a

su digestion con EcoRl.

3.3.2 Ligacion del plasmido pNZ124 con la UTS

Disefo informatico del plasmido pEB001 (3184 pb) obtenido por la ligacion del
plasmido pNZ124 y de la UTS. En la imagen se observan los sitios de
restriccibn manipulados durante la etapa de clonacion molecular, la UTS, asi

como los elementos que componen el plasmido (Figura 27).

BamHI [pGroESL
|/ |Uspd5/GLP-1|

pEBOO1

3184 bp

Figura 27. Anatomia molecular del plasmido pEB0OL.
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3.3.3 Transformacion de L. lactis con el plasmido pEB001

Colonias obtenidas después de la reactivacidén, electrocompetencia y
electroporacién de L. lactis (Figura 28). Placas con MC G-CIM17A. A) Control
negativo: no se observa crecimiento de colonias debido a la ausencia el
plasmido pEBO001. B) Muestra experimental: se observa crecimiento de
colonias debido a la presencia el plasmido pEB001 el cual porta el gen Cm

gue le confiere a la bacteria la resistencia al antibiético cloranfenicol.

Figura 28. A) Control negativo B) Muestra experimental.

3.3.4 Caracterizacion del plasmido pEB001

Gel de agarosa al 1 % (Figura 29) en el cual se observa: primer carril A)
marcador de peso molecular y la flecha sefialando la banda correspondiente
a las 3000 pb. Segundo carril B) se observa tres bandas de distintos pesos
moleculares las cuales corresponden al plasmido pEBOO1 sin digerir el cual
adopta diferentes formas topolégicas y justifican los distintos pesos
moleculares observados. Tercer carril C) se observa una sola banda por arriba
de las 3000 pb la cual corresponde al plasmido pEBOO1 (3184 pb) digerido

con la enzima EcoRI.
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3000 pb 3184 pb

Figura 29. Gel de agarosa al 1 %: se observa la digestion del plasmido pEBOO1 posterior a

su digestion con EcoRl.

3.3.5 Digestion del pEB001 con enzimas de restriccion

Gel de agarosa al 2 % (Figura 30) en el cual se observa: primer carril A) el
marcador de peso molecular y el recuadro sefalando la banda
correspondiente a las 400 pb. Segundo carril B) se observan dos bandas de
distintos pesos moleculares la primera ubicada en la parte superior del gel que
corresponde al plasmido pEBOO01 digerido con las enzimas BamHI y Xbal, y la
segunda banda sefialada en el recuadro muy préxima a las 400 pb que
corresponde a la UTS (380 pb) resultado de la digestidon, lo anterior nos

confirma la ligacién de la UTS con en el plasmido pEBOOL1.
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400 pb

380 pb
< P

Figura 30. Gel de agarosa al 2 %: se observa la digestién del plasmido pEB0O1 posterior a

su digestion con BamHI y Xbal.

3.3.6 PCR del plasmido pEB001

Gel de agarosa al 2 % (Figura 31) en el cual se observa: primer carril A) el
marcador de peso molecular y la flecha sefialando la banda correspondiente
a las 400 pb. Segundo carril B) se observa una banda muy proxima a los 400
pb la cual corresponde al amplicon (UTS 380 pb) de la PCR. Tercer carril C)
se utiliz6 como control negativo en el cual no se visualizé amplificacion, lo cual
era el resultado esperado. De esta manera se evidenci6 la presencia de la

UTS en el plasmido pEB001 mediante otra herramienta de biologia molecular.
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400 pb 380 pb

Figura 31. Gel de agarosa al 2 %: se observa el amplicon obtenido en la PCR del plasmido
pEBOO1.

3.4 Expresion de GLP-1 recombinante
3.4.1 Electroforesis de proteinas

Gel de poliacrilamida (figura 32) en el cual se observa: primer carril A) el
marcador de peso molecular en el cual se sefiala con dos flechas las bandas
correspondientes a los 50 KDa y los 5 KDa. Segundo carril B) se observan
dos bandas la primera muy proxima a los 50 KDa la cual corresponde a la
proteina (Usp45) mayormente excretada por L. lactis y otra banda muy

proxima a los 5 KDa la cual corresponde al GLP-1 recombinante (GLP-1R).

A) B)

50 KDa

Usp45, 45 KDa

5KDa GLP-1, 3.4 KDa

Figura 32. Gel de poliacrilamida: se observa la expresion del GLP-1R posterior a la

induccion de estrés en el medio de cultivo.
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3.5 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R en ratones

3.5.1 Cuidado, manipulacion y seleccion de ratones

En la tabla XI se observa el aumento gradual de peso de los 14 ratones macho
seleccionados durante su primer mes de vida. Once ratones llegaron al peso
deseado sin embargo se seleccionaron nueve para el protocolo de
diabetizacion, de los cuales se formaron 3 grupos experimentares

conformados por 3 ratones cada uno (Tabla XII).

Tabla XI. Peso en gramos de los ratones durante un mes.

Ratones
Semanas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 31 2,9 3,3 2,1 3 3,3 2,2 34 3,2 2,8 2,9 31 2,6 3,2
2 6,4 51 6,6 6,5 6,3 6,1 55 6,8 6,7 6,3 6,2 55 53 6,5
3 10,2 | 84 9,8 9,8 9,2 9,7 86 | 10,2 | 10,6 | 9,6 8,7 9,9 7,8 9,7
4 13,5 | 11,5 | 12,7 | 129 | 12,3 | 135 | 11,6 | 13,7 | 13,4 | 125 | 12,2 | 129 | 10,5 | 13,1

Tabla XII. Grupos y pesos en gramos de los ratones seleccionados para desarrollar el

protocolo.
Ratones
Grupo A Grupo B Grupo C
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Peso 12,3 13,5 12,9 13,1 12,7 13,7 13,5 12,2 12,5

3.5.2 Protocolo de diabetizacion

En la tabla Xlll se observa el aumento gradual de la glucosa sanguinea de los
9 ratones durante las 7 semanas que fue realizado el protocolo de
diabetizacion, en el cual todos los ratones alcanzaron una glicemia = 200

mg/dl para ser considerados como diabéticos.
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Tabla XlIl. Glucemia en mg/dl de los ratones durante el protocolo de diabetizacion.

Ratones
Semanas Grupo A Grupo B Grupo C
1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 105 98 94 91 118 99 110 102 94
5 128 122 140 113 152 148 134 118 127
6 166 153 179 161 190 171 167 149 163
7 209 225 222 215 210 202 224 206 218

3.5.3 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R

Figura 33 la cual corresponde al grupo A (control negativo) se observa que los
niveles de glucosa de los 3 ratones se mantienen > 250 mg/dl a las 2 horas

del ensayo.

Grupo A

300
290
280
270
260
250
240
230
220
210
200

——
/, \7‘\.1

/

BASAL 30 MINUTOS 60 MINUTOS 120 MINUTOS
==@==RATON 1 232 267 274 259
RATON 2 202 281 269 260
RATON 3 211 245 259 276

Glucosa mg/dl

Figura 33. Glucemia en mg/dI de los ratones del grupo experimental A durante el ensayo de
evaluacion de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R.
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Figura 34 la cual corresponde al grupo B (GLP-1R) se observa que los niveles
de glucosa de los ratones 1y 2 se mantienen > 280 mg/dl a las 2 horas, sin
embargo, en el caso del ratdn 3 los niveles se observan muy proximos a los

250 mg/dl en el mismo periodo de tiempo

300
290

280 T
270
260 €
250 ©
240 S
230 S
220 &
210
200 120
BASAL 30MINUTOS 60 MINUTOS 1
—=@=RATON 1 206 271 292 287
==@=RATON 2 228 294 280 286
RATON 3 215 259 266 251

Figura 34. Glucemia en mg/dI de los ratones del grupo experimental B durante el ensayo de
evaluacién de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R.

Figura 35 la cual corresponde al grupo C (control positivo) se observa que los

niveles de glucosa de los 3 ratones se mantienen < 250 mg/d|, a las 2 horas

del ensayo.
Grupo C
300
580
270w A~

260 £ //

250 @ — —
220 8 ~—

305 ~

2200

210
200 30 60 120
BASAL MINUTOS MINUTOS MINUTOS
—+—RATON 1 219 259 247 225
~—RATON 2 233 278 260 241
RATON 3 213 266 272 250

Figura 35. Glucemia en mg/dl de los ratones del grupo experimental C durante el ensayo de
evaluacion de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R.
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Figura 36 Grafica de barras en la cual se muestra el promedio y las

desviaciones estandar de los tres grupos experimentales durante el ensayo.

350

300

250

200

150

Glucosamg/dL

100

5

o

basal

Comparacion de tratamientos

1 [ |

30 minutos

H control negativo

60 minutos

GLP mLIRAGLUTIDA

120 minutos

Figura 36. Glucemia en mg/dl durante el ensayo de evaluacion de la actividad

hipoglucemiante del GLP-1R.
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3.5.4 Andlisis estadistico

Los resultados de las glucosas obtenidas de la evaluacion de la actividad
hipoglucemiante en un modelo murino se concentraron en la Tabla XIV.

El resultado del Anova de dos factores se observa en la Tabla XV.

Tabla XIV. Glucemia en mg/dl de los ratones durante el ensayo de evaluacion de la actividad
hipoglucemiante del GLP-1R en ratones

TRATAMIENTOS

control negativo GLP LIRAGLUTIDA

Basal 232 206 219
202 228 233

211 215 213

30 minutos 267 271 259
281 294 278

245 259 266

60 minutos 274 292 247
269 280 260

259 266 272

120 minutos 259 287 225
260 286 241

276 251 250
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Tabla XV. Andlisis de varianza

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico

variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F Probabilidad para F
Tratamientos 16104.97 3 5368.32 28.52541205 0.00000004387 3.00878657
Tiempo 1243.56 2 621.78 3.303911439 0.054018886 3.402826105
Interaccion 1670.44 6 278.40 1.479360394 0.227360809 2.508188823
D |

entro de 4516.67 24 188.19
grupo
Total 23535.64 35

El valor de probabilidad para el tiempo y para la interaccion es mayor a 0.05,
por lo que no hay diferencia significativa. En cambio, para los tratamientos la

probabilidad es menor a 0.05, por lo que hay diferencia significativa.

Debido a que el ANOVA arroj6 que el origen de las variaciones son los
tratamientos, se procedio a realizar una prueba de Tukey con la finalidad de
identificar el tratamiento que esta causando la variaciéon. Los calculos que
fueron realizados de la prueba Tukey se muestran en la tabla XVI destacando
gue se obtuvo una diferencia honestamente significativa (honestly significant
difference HDS) = 13.98, el cual fue comparado con las diferencias de las
medias de los tratamientos (Tabla XIV). Mostrando que la diferencia se
encuentra entre el tratamiento de liraglutida contra GLP-1R, destacando que

las glucosas de los ratones disminuyeron mas con el tratamiento de liraglutida.

52



Tabla. XVI Prueba Tukey

HDS= 13.9793662
Multiplicador= 3.53
Cuadrado del error medio (Mean Square Error mse) = 188.1944444
Tamafio de la muestra cada uno de los grupos (n) = 12

Tabla. XVII Diferencias entre las medias de los tratamientos

CONTROL
NEGATIVO

GLP LIRAGLUTIDA

CONTROL
NEGATIVO

GLP

LIRAGLUTIDA
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CAPITULO 4
DISCUSION
4.1 Bioinformatica

El disefio bioinformético fue el centro medular del trabajo, ya que de este
dependia la correcta expresion, transcripcion, traduccién y procesamiento a

nivel transmembranal de la proteina Usp45-GLP-1R.

Uno de los principales retos fue encontrar un promotor que bajo las
condiciones del SGI ocasionara la expresion de una proteina de interés. En
L. lactis uno de los promotores mas empleados es PnisA, para el cual es
necesario la presencia de nisina en el medio para inducirlo, motivo por el cual
no pudo ser aplicado en nuestro proyecto debido a que la administracion de

nuestra bacteria fue via oral (Morello et al., 2008).

Otras alternativas investigadas fueron los promotores P170, Pl y P3,
desarrollados y empleados para la produccidon de proteinas heterélogas, sin
embargo estos solo son estimulados por el pH bajo, siendo que el pH del SGI
del ratdn es muy variable pudiendo ir desde 3 a 6.5 dependiendo del sitio y de
la presencia o ausencia de alimento, estas variaciones tendrian un efecto
variable en la estimulacion del promotor y por consiguiente de la expresion de

la proteina de interés (Drouault et al., 1999; Madsen et al., 2005).

Debido a lo anterior el mejor candidato fue el promotor GroESL, el cual induce
la transcripcion de los genes que codifican las proteinas GroEL y GroES
cuando una bacteria se encuentra bajo condiciones de estrés (temperatura
elevada, pH extremos, cambios en la concentraciones de sales) ambas tienen
la funcion de evitar la desnaturalizacion de las proteinas nativas de la bacteria
mientras esté presente el estimulo que ocasiona el estrés, una vez superada
las condiciones adversas para la bacteria se inhibe la transcripcién de los
genes y por consiguiente de las proteinas. Lo anterior permite que nuestra

bacteria recombinante al ser administrada por via oral entre en contacto con
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las condiciones adversas del SGI (variaciones del pH en las diferentes
regiones del tubo digestivo, presencia de sales biliares, asi como una
temperatura por arriba de 37 °C, la cual se encuentra por arriba de la
temperatura optima de crecimiento de nuestra bacteria 30 °C) e induzcan al
promotor GroESL y por consiguiente la expresion del gen Usp45-GLP-1R. La
aplicabilidad y funcionalidad de este sistema fue demostrada por Benbouziane
et al. construyeron dos cepas de L. lactis cada una portadora de un plasmido
pLB333 (Figura 13) las cuales al ser administradas via oral y al estar en
contacto con el SGI expresaron las proteinas interleucina 10 y el antigeno E7
del VPH (Benbouziane et al., 2013; Kim y Batt, 1993).

En cuanto al producto inicial de la transcripcion, la proteina Usp45-GLP-1R
las modificaciones realizadas en su secuencia permitieron obtener distintas
caracteristicas para mejorar su excrecion extracelular, dentro de ellas al
agregar el codon GAC el cual codifica para el aminoacido aspartato, permitid
asemejar lo mayor posible la excrecion extracelular del GLP-1R con la
excrecion de la proteina Usp45, ya que de lo contrario no podria ser procesada
correctamente a nivel de la membrana celular y ocasionaria un corte mas alla
del inicio de la secuencia del GLP-1R por parte de la SPase | (Goosens et al.,
2014; Van Roosmalen et al., 2004). Este problema pudo haber sido resuelto
introduciendo un sitio de clonacion multiple entre el término de la secuencia
del péptido sefal y el inicio de la secuencia del GLP-1R, sin embargo, esto
ocasionaria que el GLP-1R contenga aminoacidos extras, modificando su
secuencia original y pudiendo ocasionar interferencia con su union al receptor
evitando su activacion, asi como el inicio de la transduccion de sefiales

intracelulares sin la consecuente liberacion de insulina (Miller, 2013).

Por otra parte al agregar el codon GGG se eliminé el sitio de reconocimiento
por la DPP-4 evitando la hidrdlisis del péptido por esta enzima, prolongando
asi su vida media lo cual se ha puesto de manifiesto por varios autores al
realizar distintas modificaciones en la cadena de aminoacidos del GLP-1
(Gupta, 2013; Manandhar et al., 2015; Xu et al., 2017).
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4.2 Manipulacion de Lactococcus lactis

Durante la realizacion de este trabajo se utilizaron 2 protocolos para la obtener
bacterias electrocompetentes, uno desarrollado por el Institut National de la
Recherche Agronomique (INRA) y el otro desarrollado por la compafia
MoBiTec logrando un mayor namero de colonias transformadas al emplear
este ultimo (protocolo descrito en metodologia). Una de las caracteristicas
observadas entre ambos protocolos fue la cantidad de glicina empleada en el
medio G-SGIliM17 siendo de 2 % el empleado por INRA'y 2.5 % por MoBiTec
(Bermudez, 2002; MoBiTec, 2016).

La diferencia en el numero de colonias observadas fue debido a que la glicina
inhibe la sintesis y mantenimiento de la pared celular bacteriana al interrumpir
el proceso de transpeptidacion que tiene como objetivo la producciéon del
peptidoglicano, el cual es el componente principal de la pared bacteriana, esto
origina un esferoplasto en el cual es mas facil la introduccion de material
genético externo, en este caso de los plasmidos empleados en este proyecto
(Minami et al., 2004).

Para el resto de los componentes empleados tanto en el medio de cultivo, asi
como en los distintos lavados celulares no se encontrd alguna diferencia en
sus concentraciones de trabajo que pudieran afectar en la cantidad de

colonias obtenidas.

4.3 Clonacién molecular

Durante la etapa de clonacién molecular el aspecto mas destacado fue
encontrar un método ideal para la extraccién de ADN ya que de este primer
paso dependia el resto de las etapas de la clonacion. Inicialmente el primer
método que se utilizo fue el propuesto por la compafiia MoBiTec, sin embargo
las muestras obtenidas presentaron una amplia degradacion de las bandas de
ADN. Debido a lo anterior se decidido emplear el protocolo desarrollado por

Langella et al., en el cual las muestras obtenidas se observaron bandas de
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ADN nitidas y robustas sin rastros de degradacion (Bermudez, 2002;
MoBiTec, 2016).

El resultado de los 2 protocolos realizados evidencié que la degradacion de
las bandas de ADN obtenidas por el método de MoBiTec ocurrieron
probablemente a la ausencia de agentes que eliminan y precipitan restos
celulares, puesto que se trata de una variante de los métodos de lisis alcalina.
En contraparte con el método de Langella el cual incluye entre los
componentes del protocolo RNasa A, la cual elimina RNA que dificulta la
visualizacion de las bandas en los geles, ademas del empleo de PCI el cual
precipita proteinas, lipidos y restos celulares, ademas del empleo de dos
lavados con etanol al 70 % para eliminar la mayor cantidad posible de sales,
mostraron un mayor rendimiento en la obtencion del ADN plasmidico
(Sambrook y Russell et al., 2014).

4.4 Expresion de GLP-1 recombinante

Debido a que el GLP-1 es una proteina de bajo peso molecular fue necesario
buscar un protocolo que permitiera la separacion de estas moléculas de
manera eficiente. El método descrito por Laemmli es el mas utilizado para la
separacion de las proteinas, sin embargo presenta dificultades a la hora de
utilizarse para la separacién de proteinas de bajo peso molecular, ya que este
sistema requiere concentraciones en los geles de acrilamida - bis acrilamida
muy elevadas (> 16%) dificultando el empleo de otras técnicas como el
Western Blot, ademas de presentar otras desventajas dentro de las que se
incluyen dificultades para reproducirlo, fragilidad y su corta vida util (Laemmli,
1970).

Una alternativa a este método es la electroforesis SDS-PAGE-Tricina, el cual
es una forma simple y eficiente de separar proteinas y/o péptidos de bajo peso
molecular en un solo gel de poliacrilamida con alta resolucién, como fue
descrito por Haider SR et al., los cuales observaron que los métodos
utilizados cominmente para separar proteinas de bajo peso molecular

requerian el uso de tres geles y en algunos casos el empleo de urea, lo cual
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es tedioso, potencialmente problematico y siempre requiere una mezcla fresca
de reactivos para preparar el gel, ademas de que la adicion de urea puede
crear problemas en la secuenciacion de aminoacidos, y aunque es Util para el
analisis de proteinas de baja masa, cristaliza a baja temperatura y algunas
veces se descompone durante la preparacion de la muestra (Haider SR et al.,
2010). Por lo anterior se dieron a la tarea de describir una forma mejorada del
método de SDS-PAGE-Tricina en el cual se emplea un procedimiento
simplificado que no requiere la preparacion de dos buffers de corrida,
preparacién de un gel espaciador o de la adicién de urea, permitiendo la
separacion de sus proteinas de una manera mas practica y eficiente. Por su
parte Liu T et al. emplearon este protocolo para la separacién de histonas
(cuyo su peso molecular varia en un rango de 10 a 35 KDa) en el cual los
geles de poliacrilamida evidenciaron una correcta separacion entre las
distintas bandas tanto del marcador de peso molecular como de las histonas
(Liu T et al., 2015). Debido a la simpleza, rapidez y antecedentes de uso del
protocolo desarrollado por Haider et al. fue el método que se eligio para la
separacion y visualizacion de nuestra proteina donde se evidencia la correcta
separacion de las bandas del marcador de peso molecular, asi como de la

banda correspondiente a la proteina Usp45 y de la banda del GLP-1R.

4.5 Evaluacioén de la actividad hipoglucemiante del GLP-1R en ratones

Actualmente existen diversos reportes empleando lactobacterias para la
produccion de incretinas como una alternativa para el tratamiento de la DM.
En el presente trabajo se obtuvo una cepa de L. lactis capaz de producir GLP-
1R, sin embargo, al administrarse via oral a ratones diabéticos no se logro
obtener el efecto hipoglucemiante esperado en comparacion con el farmaco

control.

Existen distintos factores que pudieron haber interferido con la obtencion de
dicho resultado, los cuales podemos dividirlos en los relacionados con la

bacteria y los relacionados con el GLP-1.

Factores relacionados con la bacteria:
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Aunque se pudiera pensar que las condiciones poco favorables del sistema
gastrointestinal principalmente a nivel géastrico y duodenal afectaria la
supervivencia de L. lactis, Drouault et al. demostraron la capacidad de resistir
a estas condiciones al administrar via oral a ratones cepas portadoras de
plasmidos con marcadores de seleccion, en la cual observaron que si las
bacterias se administraban sin la presencia de alimento la capacidad de
supervivencia disminuia drasticamente en comparacion si las bacterias eran
mezcladas con la dieta regular de los ratones. Por otra parte Wang Y et al.
investigaron la capacidad de supervivencia y colonizacion del medio
gastrointestinal por parte de L. lactis al administrar via oral a ratones cepas
portadoras de plasmidos con un marcador de seleccién asi como un gen
reportero, este ultimo permitio el rastreo de las cepas metabdlicamente activas
durante su paso a través del sistema digestivo, confirmando capacidad de

colonizacion de las bacterias en el intestino (Wang Y et al., 2011).

Otro factor de importancia es que la expresion de algunos genes heterdlogos
puede resultar extremadamente toxica para el hospedero, interfiriendo con su
fisiologia y originando una afectacion significativa del crecimiento e incluso la
muerte del cultivo. La toxicidad de estos genes puede variar desde moderada
hasta muy elevada, dependiendo del nivel de expresion y por consiguiente de
la cantidad de proteina recombinante producida, ademas del tipo de proteina
a expresar como por ejemplo antigenos que suelen ser toxicos para algunas
bacterias o proteinas de gran peso molecular que consuman productos
metabdlicos esenciales a la bacteria. Sin embargo en nuestra bacteria
recombinante existen tres elementos que la protegen, uno es el empleo del
pGroESL el cual es un promotor regulable, solo consume productos del
metabolismo bacteriano al estar bajo las condiciones de estrés, ademas del
uso del péptido sefial Usp45 el cual dirige a nuestra proteina al medio
extracelular evitando su acumulacion en el citosol previniendo el efecto de las
proteasas y por ultimo el bajo peso molecular el cual tiene un menor impacto
en el metabolismo celular (Gonzalez Ay Fillat M, 2018). Estos elementos de
nuestro sistema favorecen considerablemente la garantia de su expresion

exitosa en el modelo utilizado.
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Factores relacionados con el GLP-1:

Una que vez que la bacteria se encuentre en intestino delgado, secrete el
GLP-1R y este sea capaz de resistir la degradacion por parte de las enzimas
intestinales, asi como a su desnaturalizacién por las variaciones del pH, el
primer obstaculo a superar es su transporte a través de los enterocitos, existen
diversas vias para la absorcién de moléculas a nivel intestinal, debido a su
peso molecular normalmente las proteinas no atraviesan las membranas sin
embargo existen reportes de algunas vias que pueden emplear las proteinas
para entrar al enterocito, principalmente empleando la via paracelular o la

transcitosis (Araujo et al., 2012).

Como ejemplo de lo anterior Ziv y Bendayan demostraron la absorcion de la
insulina en ratones a través de los enterocitos (Ziv y Bendayan et al., 2000),
asi como Cammisotto P et al. evidencio el paso de la leptina en el intestino de
rata mediante transcitosis (Cammisotto P et al., 2007). Se piensa que la
absorcion de estas moléculas ocurre a través de la unién con un receptor
inespecifico, que una vez activado conduciria a la formacién de un endosoma
el cual transportaria a las proteinas a través del entrocito y las liberaria a la
circulacion sanguinea. Es importante sefialar que la insulina y la leptina tienen
un mayor numero de aminoacidos en comparacion con el GLP-1y por lo tanto
un mayor peso molecular, lo cual llevaria a pensar que, si el transporte es
eficiente para esas moléculas, lo mismo ocurriria para el GLP-1R (Rekha W'y
Sharma, 2013).

De los trabajos publicados en la administracion de GLP-1 en animales de
experimentacion solo Agarwal et al. incluyd un experimento en monocapa con
una linea celular canina para examinar el transporte de GLP-1 a través de ella,
el cual evidencid el paso de esta proteina a través de la monocapa,
descartando algun proceso de disrupcion de la monocapa el cual permitira el
paso del GLP-1.

Otro factor que pudo haber influenciado es la uniéon del GLP-1R con su

receptor, en este trabajo se utilizé la version humana de la proteina, sin
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embargo, se probé en un modelo murino, es necesario aclarar que la
homologia de secuencias entre ambas especies de receptores se encuentra
altamente conservada, principalmente en el dominio extracelular del receptor,
el cual es el encargado de interactuar con el GLP-1. Ademas, es interesante
mencionar que el GLP-1 y el exendin comparten 8 aminoacidos, los cuales
estan presentes en la misma posicion entre ambas moléculas y son los
encargados de interactuar con el receptor del GLP-1 humano y de otras
especies de vertebrados, teniendo la capacidad de estimular la secrecién de
insulina, esto explica el empleo de exenatida en el humano (Moon et al., 2012).
Por otra parte, la modificacién realizada en la segunda posicion de nuestra
molécula para evitar la hidrdlisis por la DPP-4 no tiene importancia para su
unién con el receptor, ya que por medio de modelaje computacional, no
participa de interaccion farmaco-receptor, descartandola como un factor que
pudiera haber influido en el resultado del experimento (Manandhar et al.,
2015; Underwood et al., 2010)

Finalmente en comparacion con otros trabajos de (Agarwal et al., 2014; Lin Y
et al., 2016; Zeng et al., 2017) en los cuales se observo el efecto
hipoglucemiante del GLP1, en ellos previo al ensayo in vivo se realizé un
ensayo in vitro utilizando células beta para determinar el efecto insulinotrépico
del GLP-1 al cuantificar mediante Elisa la liberacion del insulina, debido a que
nuestro trabajo carecié de este ensayo es dificil asegurar que nuestra proteina
recombinante tuviera la capacidad de estimular el receptor a pesar de que
existe evidencia de que L. lactis puede sobrevivir al paso por el intestino,
secretar GLP-1R y atravesar la membrana de los enterocitos, entrar a la
circulacién y posteriormente unirse al receptor independientemente que se

use en especies distintas a la humana.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

. Se disefio mediante bioinformatica la unidad de transcripcién sintética
pGroESL/Usp45-GLP-1/ter.

. Se construyé un plasmido recombinante para expresion de GLP-1 en

Lactococcus lactis.

. Se transformo Lactococcus lactis con el plasmido recombinante.

. Se evaluo la expresion de GLP-1 mediante electroforesis de proteinas.

. Se evalud la actividad biologica hipoglucemiante en un modelo murino

del GLP-1 recombinante, la cual no logré disminuir la glucosa

plasmatica en ratones en comparacion con liraglutida, por lo tanto, se

rechaza la hipétesis.
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1.

CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Identificar mediante Western Blot el GLP-1R como parte su proceso de
caracterizacion, ya que solo se identificoO de manera indirecta mediante
la electroforesis de proteinas, lo anterior nos permitira asegurar su

presencia extracelular de manera definitiva.

Realizar un ensayo de difusion con intestino de raton para valorar el
paso del GLP-1R a través del epitelio intestinal y de esta manera
comprobar la migracion transepitelial de la proteina.

Valorar la capacidad de union y activacion del GLP-1R a su receptor
mediante un ensayo con células beta de hamster sirio (HIT-P15), esto
confirmara de manera indirecta la actividad biologia de la proteina, al

cuantificar la liberacion de insulina por parte de las células.
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Proposito y Método del Estudio: La diabetes mellitus (DM) se define como
una enfermedad endocrino-metabdlica caracterizada por hiperglucemia
cronica y alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y
proteinas. En México la prevalencia de diabetes ha ido en aumento durante
las dltimas décadas. De acuerdo con las estadisticas de la IDF del afio 2019
en México se reportaron 12 805 millones de adultos con diabetes, lo anterior
coloca a nuestro pais en el sexto lugar a nivel mundial en nimero de personas
con diabetes y en segundo lugar por detras de Brasil en América Latina.
Actualmente existen en el mercado multiples tratamientos para la diabetes,
sin embargo, hoy en dia se continta en la buasqueda de desarrollar nuevos
farmacos, una alternativa a este problema es mejorar la actividad de los que
ya se encuentran disponibles incrementando su potencia, su vida media o
desarrollando nuevas formas farmacéuticas para su administracion con lo cual
se pueda lograr una mejor adherencia al tratamiento para logar el control de
la enfermedad. En este proyecto se empled a la bacteria L. lactis como un
medio de transporte a nivel gastrointestinal para entregar in situ un analogo
del GLP-1y valorar su potencial efecto hipoglucemiante en ratones.

Contribuciones y Conclusiones: Se logré mediante técnicas de
ingenieria genética la obtencidn de una cepa de L. lactis capaz de excretar
hacia el medio extracelular GLP-1R obtenido a partir de la modificacion
de la secuencia nativa del GLP-1. A pesar de que esta proteina no
demostré obtener un efecto hipoglucemiante, es necesario realizar
ensayos adicionales para valorar de manera mas precisa su actividad
biol6gica.
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